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Transkripce a úpravy primárního transkriptu jako například sestřih pre-mRNA 
probíhají na chromatinu ve stejný čas a na stejném místě. Tento fakt vedl k myšlence, že 
jsou tyto procesy regulačně spřaženy, o čemž svědčí i stále přibývající množství důkazů. 
Jedním z faktorů, který by toto spřažení mohl zprostředkovat, je protein Prp45/SKIP. 
O lidském proteinu SKIP je známo, že se účastní vzniku mRNA na úrovni iniciace 
i elongace transkripce, interaguje s modifikátory chromatinu a je to i známý sestřihový 
faktor. Funkce orthologa proteinu SKIP z kvasinky Saccharomyces cerevisiae, Prp45, 
byla však zatím spojena pouze se sestřihem pre-mRNA. 
V této práci jsme blíže charakterizovali roli Prp45 při sestřihu a také jsme 
rozpracovali výsledky spojující Prp45 s transkripcí a modifikacemi chromatinu. Na 
základě výsledků získaných metodou RNA-seq bylo zjištěno, že buňky prp45(1-169) 
akumulují pre-mRNA. Tato akumulace zřejmě není způsobená poškozením drah 
regulujících degradaci RNA. Rozsah defektů sestřihu u buněk prp45(1-169) také nebyl 
závislý na kánonicitě 5’ sestřihového místa, místa větvení nebo vzdálenosti mezi místem 
větvení a 3’ sestřihovým místem. Pomocí chromatinové imunoprecipitace jsme zjistili, 
že mutace prp45(1-169) způsobuje defekt při sestavování spliceosomu, a to ve fázi 
vyvazování U2 snRNP, které je zpožděné. Toto zpoždění se pak přenáší do dalších fází 
sestavování spliceosomu, kdy kotranskripční vyvazování U5 snRNP a komplexu NTC je 
už téměř nedetekovatelné. Vzhledem k tomu, že hladiny mRNA klesaly u mutovaných 
buněk jen mírně, máme za to, že sestřih stále probíhá, i když posttranskripčně a tedy 
pravděpodobně méně účinně.  
Na spojení Prp45 s transkripcí ukazuje pozorování, že u buněk prp45(1-169) 
dochází ke zpožděné indukci genů, které neobsahují intron. Příkladem jsou geny 
fosfátového metabolismu. Metodou SGA jsme také pozorovali genetické interakce 
s mnoha delečními alelami genů, které kódují proteiny účastnící se elongace transkripce 
a zprostředkovávající modifikace chromatinu. Nejsilnější genetické interakce jsme 
nalezli s delečními alelami genů kódujících histonovou variantu H2A.Z a komponenty 
komplexu SWR1, který zprostředkuje vyvazování H2A.Z na chromatin. Funkční 
souvislost mezi Prp45 a H2A.Z jsme charakterizovali pomocí nově připravených mutant, 
prp45(1-247) a prp45(1-330). 
 Hypotézy o tom, jakým způsobem by Prp45 mohl spřahovat sestřih 








Transcription and pre-mRNA processing, e.g., splicing, occur at the same place 
and time in the context of chromatin. A growing amount of evidence supports the 
hypothesis that these processes are interconnected. Prp45/SKIP is one of the factors 
which are believed to mediate the interconnection. The human ortholog, SKIP, is known 
for affecting mRNA formation on the levels of transcription initiation and elongation. 
Moreover, it interacts with chromatin modifiers and it is a splicing factor, too. The 
function of the Saccharomyces cerevisiae ortholog, Prp45, has been so far connected only 
to pre-mRNA splicing.  
In this work, we characterized the role of Prp45 in splicing and elaborated the 
results connecting Prp45 to transcription and chromatin modifications. RNA-seq results 
showed that pre-mRNA is accumulated in prp45(1-169) cells. This accumulation is not 
caused by the reduced activity of pathways responsible for RNA degradation. The extent 
of the splicing inefficiency in prp45(1-169) cells did not depend on either the canonicity 
of the 5’ splice site and branch site or the distance between the branch site and the 3’ 
splice site. Using chromatin immunoprecipitation, we found that prp45(1-169) mutation 
causes delay in U2 snRNP recruitment to assembling spliceosome. This delay transfers 
to the later phases of spliceosome assembly rendering the cotranscriptional recruitment 
of U5 snRNP and NTC complex almost undetectable. mRNA levels in the mutant cells 
are only marginally affected. Therefore, we suppose shift towards the posttranscriptional 
splicing, which makes splicing reaction less efficient.  
We have observed that prp45(1-169) delays transcriptional induction of intronless 
genes, e.g., genes of phosphate metabolism. Based on Synthetic genetic array (SGA) 
results, PRP45 genetically interacts with many genes encoding proteins involved in 
transcription elongation and chromatin modifications. The strongest interactions were 
found with genes coding histone variant H2A.Z and SWR1 complex components which 
load H2A.Z to chromatin. We analyzed the functional relationship between Prp45 and 
H2A.Z with the help of novel mutant alleles, prp45(1-247) and prp45(1-330).  
Hypotheses are discussed about the function of Prp45 in interconnection of 






AA/ BIS směs akrylamidu a N,N’-methylenbisakrylamidu 
APS persíran amonný (“ammonium persulfate”) 
ATP adenosintrifosfát 
BBP protein vázající místo větvení (“Branch Point Binding Protein”) 
bp pár bazí (“Base Pair”) 
BSA bovinní sérový albumin 
cDNA komplementární DNA 
COMPASS komplex proteinů asociovaných se Set1 (“Complex of Proteins Associated 
with Set1”) 
CTD C-terminální doména RNA polymerázy II 
DEPC diethylpyrokarbonát 
DNA deoxyribonukleová kyselina 
dNTP deoxyribonukleotidtrifosát (směs dATP, dCTP, dTTP a dUTP) 
DSIF “DRB-sensitivity Inducing Factor” 
DTT dithiothreitol 
EDTA ethylendiamintetraoctová kyselina 
FACT komplex FACT (“Facilitates Chromatin Transcription”) 
5-FOA 5-fluoroorotová kyselina 
HA hemaglutinin 
NMD „histone modification domain“ 
H2BK123 lysin 123 histonu H2B 
H3K4 lysin 4 histonu H3 
H3K36 lysin 36 histonu H3 
H3K56ac acetylace lysinu 56 histonu H3 
H3K79 lysin 79 histonu H3 
ChIP chromatinová imunoprecipitace 





LLPS fázový přechod liquid-liquid (“Liquid-liquid Phase Separation”) 
mRNA mediátorová RNA (“messenger RNA”) 
NELF “Negative Elongation Factor” 
NFR oblast bez nukleosomů (“Nucleosome Free Region”) 
NTC komplex proteinů asociovaných s Prp45 (“Nineteen Complex”) 
NTR komplex proteinů příbuzných s NTC (“Nineteen-related Complex”) 
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PCR polymerázová řetězová reakce 
PE polyethylen 
PEG polyethylenglykol 
PIC preiniciační komplex (“Preinitiation Complex”) 
pre-mRNA prekurzorová mediátorová RNA (“precursor messenger RNA”) 
P-TEFb pozitivní transkripční elongační faktor b 
qPCR kvantitativní PCR 
RES “Retention and Splicing Complex” 
RNA ribonukleová kyselina 
RNA Pol II RNA polymeráza II 
RNA-seq metoda sekvenování RNA 
SAGA “Spt-Ada-Gcn acetyltransferase” 
SALSA/ SLIK “SAGA-altered, Spt8 absent/ SAGA-like” 
SDS dodecylsulfát sodný 
SGA “Synthetic Genetic Array” 
snRNP malá jaderná ribonukleoproteinová partikule 
ssDNA DNA z mlíčí lososa (“Salmon Sperm DNA”) 
TAD topologicky asociující domény (“topologically associating domains”) 
TAR element působící aktivaci in trans (“trans-activation Response Element”) 
TEMED tetramethylethylendiamin 
VDR receptor vitaminu D (“Vitamin D Receptor”) 






 Pekařská kvasinka Saccharomyces cerevisiae je jeden z nejčastěji používaných 
modelových organismů v molekulární biologii. Jeho použití má mnohé výhody, ať už 
z praktických nebo vědeckých důvodů. Mezi praktické důvody patří rychlý růst a levná 
kultivace, nepatogenita a také snadná příprava mutací díky vysoké frekvenci homologní 
rekombinace. Experimentální práci velmi usnadňuje i existence přirozených 
kvasinkových plazmidů, které lze využít ve výzkumu. 
Mezi vědecké důvody patří to, že jde o eukaryotický organismus, který má méně 
úrovní komplexity než vyšší eukaryota. Například pro výzkum sestřihu je kvasinka 
oblíbeným modelem, protože u ní prakticky neexistuje alternativní sestřih. Tomu 
odpovídá i fakt, že má oproti lidským buňkám asi jen polovinu proteinů, ale všechny lze 
najít i u savců (Fabrizio et al. 2009). Ty proteiny, které mají savci navíc, jsou důležité 
právě pro alternativní sestřih. Kvasinkový spliceosom je proto považován za základní 
stav, minimální jádro, s jehož pomocí je možné odhalit základní mechanismus 
sestřihového procesu, který lze uplatnit také u vyšších eukaryot.  
Narozdíl od původních představ z minulého století, je nutné si uvědomit, že 
transkripce a úpravy primárního transkriptu, jako například sestřih pre-mRNA, nejsou 
izolované procesy, ale probíhají ve stejnou dobu a na stejném místě a mohou se tedy 
vzájemně regulačně ovlivňovat. Předpokladem je existence faktorů, které působí na 
pomezí těchto procesů a které jsou schopné toto regulační spřažení zprostředkovat. 
Transkripce navíc neprobíhá na holé DNA, ale na DNA v kontextu chromatinu. 
Histonové modifikace představují další regulační úroveň, která je zatím poznána jen 
nedostatečně. K poznání o vzájemných vztazích mezi transkripcí, sestřihem a stavem 





2. Literární přehled 
  
2.1. Sestřih pre-mRNA 
 
V genomu většiny eukaryotických organismů jsou kódující sekvence, exony, 
přerušovány nekódujícími sekvencemi, introny. Během vzniku mRNA musejí být introny 
odstraněny a exony spojeny dohromady. Tento proces se nazývá sestřihem pre-mRNA 
a je katalyzován velmi dynamickým ribonukleoproteinovým komplexem zvaným 
spliceosom. 
Z hlediska studia sestřihu má kvasinka S. cerevisiae výsadní postavení. Na rozdíl 
od savců, u kterých jeden gen obsahuje více intronů (Deutsch & Long 1999), se v průběhu 
evoluce stal z S. cerevisiae na introny chudý organismus. Intron, typicky pouze jeden, 
obsahuje jen asi 5 % genů (Deutsch & Long 1999; Spingola et al. 1999). Zajímavý je 
však fakt, že introny se zachovaly v genech, které jsou silně exprimovány, jako například 
v genech pro ribosomální proteiny nebo v genech kódujících komponenty cytoskeletu. 
Ve výsledku tedy sestřihu podléhá asi ⅓ všech transkriptů (Ares et al. 1999). Kvasinky 
se od savců také odlišují délkou intronů a exonů. Introny jsou u kvasinky umístěny 
typicky na začátku genů. Délka exonu 1 se prakticky počítá na jednotky až nízké desítky 
nukleotidů. Medián délky exonů 2 je potom 434 nukleotidů (Tardiff et al. 2006) 
a průměrná délka intronu je 256 nukleotidů (Kupfer et al. 2004). Poměr délek intronů 
a exonů je u savců opačný. Délka intronů se u savců pohybuje v rozpětí od několika set 
do několika tisíc nukleotidů (Deutsch & Long 1999), zatímco délka exonů je poměrně 
fixní, a to asi 120 nukleotidů (Ast 2004). Vzhledem k přítomnosti prakticky jen jednoho 
intronu v kvasinkových genech u S. cerevisiae téměř neexistuje, na rozdíl od savců, 
alternativní sestřih. Jak bude podrobněji popsáno dále, spliceosom kvasinek obsahuje jen 
asi polovinu proteinů oproti savčím buňkám, ale téměř všechny kvasničné komponenty 
mají svého protějška u savců (Fabrizio et al. 2009). Funkce proteinů, které má savčí 
spliceosom navíc, souvisí právě s regulací alternativního sestřihu. Na kvasinkový 
spliceosom je proto nahlíženo jako na jakýsi “základní stav”, minimální kóre nezbytné 
pro sestřih. Kvasinka je proto ideální organismus pro pochopení základních mechanismů 
regulace sestřihu pre-mRNA 
Introny jsou definovány několika krátkými sekvencemi (Obr. 1a, shrnuto ve (Will 
& Luhrmann 2010)). Těmito sekvencemi jsou 5’ sestřihové místo (konsensus sekvence 
S. cerevisiae je GUAUGU) a místo větvení (“branch point”, consensus sekvence S. 
cerevisiae je UACUAAC, vlastní místo větvení je podtrženo). 3’ sestřihové místo je 
definováno jen dvěma nukleotidy, AG, a spliceosom ho vybírá v závislosti na efektivní 
vzdálenosti od místa větvení (Pérez-Valle & Vilardell 2012). U vyšších eukaryot se ještě 
mezi místem větvení a 3’ sestřihovým místem nachází polypyrimidinová oblast. 
U S. cerevisiae se oblast bohatá na pyrimidiny nachází před místem větvení. Zatímco 
u S. cerevisiae jsou sekvence dobře konzervované, u metazoí je stupeň konzervovanosti 
nižší. 
Sestřih probíhá dvěma následnými transesterifikačními reakcemi (Obr. 1b). 
Během prvního kroku dochází k nukleofilnímu ataku 2’OH skupiny adenosinu tvořícího 
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místo větvení (“branch site”) na fosfátovou skupinu guanosinu 5’ sestřihového místa. 
Tím dochází ke vzniku struktury zvané lariát-exon 2 a k uvolnění 3’OH skupiny exonu 
1. V následujícím kroku dochází k nukleofilnímu ataku 3’OH skupiny exonu 1 na fosfát, 
který je součástí prvního nukleotidu exonu 2. Výsledkem této reakce a zároveň celého 
sestřihového procesu jsou spojené exony a intron uvolněný ve formě lariátu, který je 








Obr. 1. Konsensus sekvence definující intron a schéma dvou kroků sestřihu. Převzato z (Will 
& Luhrmann 2010). 
 
2.1.1. Formování spliceosomu a průběh sestřihové reakce 
 
Spliceosom sestává z pěti snRNA (“small nuclear RNA”, malých jaderných 
RNA) označovaných jako U1, U2, U4, U5 a U6 a asi ~90 proteinů u S. cerevisiae a ~170 
proteinů u člověka (Fabrizio et al. 2009; Will & Luhrmann 2010).  
K vlastní sestřihové reakci není potřeba ATP, součástí spliceosomu je však osm 
ATPáz. Jde o RNA helikázy z rodin DEAD, Ski2-like a DEAH a jsou to Prp5, Sub5, 
Prp28, Brr2, Prp2, Prp16, Prp22 a Prp43. Energie v podobě ATP je využívaná 
k přestavbám interakcí mezi RNA a RNA a RNA a proteiny. Současná představa je 
taková, že proteiny nastavují 5’ a 3’ sestřihová místa a místo větvení do správné pozice 
vůči sobě, což umožňuje katalýzu. Kromě participace při přestavbách spliceosomu při 
sestřihu optimálních substrátů se některé z těchto helikáz podílejí i na zvyšování 
specificity sestřihu tím, že pomáhají ze sestřihové reakce vylučovat suboptimální 
substráty (shrnuto například v (Koodathingal & Staley 2013; Cordin et al. 2012)). 
Spliceosom je formován postupně, jak znázorňuje obrázek 2. Nejprve se na 5’ 
sestřihové místo váže U1 snRNP (“small nucelar ribonucleoprotein”, malá jaderná 
ribonukleoproteinová partikule; (Mount et al. 1983; Séraphin et al. 1988; Abovich et al. 
1994; Berglund et al. 1997)). Experimenty založené na propojení komponent pomocí UV 
záření (“UV crosslinking”) ukázaly, že nejsilněji se U1 snRNP váže 17 nukleotidů od 5’ 
sestřihového místa (Baejen et al. 2014). To naznačuje, že se na vazbě podílejí i proteinové 
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komponenty U1 snRNP, ne pouze interakce U1 snRNA-5’ sestřihové místo. Místo 
větvení je rozpoznáváno heterodimerem Msl5/Mud2 (na obrázku SF1/U2AF), který je 
někdy označován jako komplex “commitment” ((Mount et al. 1983; Séraphin et al. 1988; 
Abovich et al. 1994; Berglund et al. 1997). Experimenty metodou “UV crosslinking” 
ukázaly, že protein Msl5 se nejsilněji váže na místo větvení (odtud i jeho alternativní 
název BBP - “branch point binding protein”), zatímco signál Mud2 byl nejsilnější asi 15 
nukleotidů za místem větvení (Baejen et al. 2014). To odpovídá tomu, že Mud2 je 
považován za lidského homologa proteinu U2AF65, který se váže na polypyrimidinovou 
oblast (Mackereth et al. 2011). pre-mRNA s navázanou partikulí U1 snRNP 
a heterodimerem Msl5/Mud2 se nazývá komplex E. Heterodimer Msl5/Mud2 je následně 
uvolněn a na místo větvení se váže partikule U2 snRNP, čímž je vytvořen komplex A 
neboli prespliceosom. Ke komplexu A se dále váže partikule tri-snRNP, která je tvořena 
U4/U6-U5 snRNP a která byla zformována zvlášť (Nguyen et al. 2016). Tímto krokem 
vzniká komplex pre-B a následně prekatalytický spliceosom neboli komplex B. Dále 
dochází k uvolnění U1 a U4 snRNP a k vazbě dalších komplexů jako NTC (“Nineteen 
complex”), NTR (“Nineteen-related complex”) a RES (“Retention and splicing 
complex”), což dává vzniknout aktivovanému komplexu B (Bact) (Fabrizio et al. 2009). 
V rámci tohoto komplexu dochází k dalším přestavbám a výsledkem je katalyticky 
aktivní spliceosom označovaný také jako B*, který katalyzuje první krok sestřihu. Po 
proběhnutí prvního kroku sestřihu je spliceosom opět přestavěn, vzniká komplex C a 
následně C* katalyzující druhý krok sestřihu, který dává vzniknout komplexu P neboli 
postsestřihovému komplexu. Spliceosom poté zůstává navázaný na vyštěpeném intronu 
ve formě lariátu (ILS komplex). Poté se spliceosom rozpadá a jednotlivé komponenty 




Obr. 2 Schéma dynamických přestaveb spliceosomu v průběhu sestřihové reakce. Převzato 




2.1.2. Modely kotranskripčního sestřihu  
 
V dnešní době se už bere jako fakt, že sestřih probíhá kotranskripčně, tedy na 
RNA, jejíž přepis RNA polymerázou II (RNA Pol II) ještě nebyl ukončen. Spliceosom 
se začíná formovat, jakmile je přepsána sekvence 5’ sestřihového místa (Kotovic et al. 
2003; Görnemann et al. 2005). Pomocí dvou nezávislých metod založených na 
sekvenování vznikající RNA byly první dokončené sestřihové události u S. cerevisiae 
detekovány, když byla RNA Pol II 26-27 nukleotidů za 3’ sestřihovým místem. Plně 
dokončený sestřih všech transkriptů daného genu byl pozorován, když byla RNA Pol II 
~133 nukleotidů za 3’ sestřihovým místem (Carrillo Oesterreich et al. 2016a). Zajímavé 
jsou také prostorové vztahy mezi RNA Pol II a spliceosomem. Strukturní studie ukázaly, 
že asi 15 nukleotidů vznikající RNA je ukryto ve výstupním kanále RNA Pol II 
(Martinez-Rucobo et al. 2015). Z biochemických studií bylo dovozeno, že spliceosom 
zakrývá asi 9 nukleotidů “downstream” sekvence (Schwer 2008). K prvním sestřihovým 
událostem tedy může docházet, až když je přepsáno minimálně 24 nukleotidů za 3’ 
sestřihovým místem. Vzhledem k tomu, že první sestřihové události byly detekovány už 
po přepsání 26 - 27 nukleotidů, musí být RNA Pol II a spliceosom v té době velmi blízko 
u sebe (Carrillo Oesterreich et al. 2016b). Tato blízkost implikuje regulační propojení 
sestřihu a transkripce.  
Pro toto propojení bylo navrženo několik vzájemně se nevylučujících a do určité 
míry komplementárních modelů. Prvním z nich je model kinetického spřažení (“kinetic 
coupling model”). Podle tohoto modelu je důležitým faktorem rychlost elongace 
transkripce, která určuje délku časového okna, po kterou sestřihové místo může využívat 
sestřihovou mašinérii, než bude toto sestřihové místo muset kompetovat s jiným, třeba 
silnějším sestřihovým místem, které však leží až za ním (Roberts et al. 1998; Kornblihtt 
2007). To je důležité hlavně pro regulaci alternativního sestřihu u savců (zda bude 
sestřihové místo při kompetici se silnějším, ale “downstream” místem vůbec použito), ale 
u kvasinkového modelu ho lze aplikovat například pro výběr poly(A) místa a tedy pro 
regulaci délky posledního exonu. Možnost vazby regulačních (sestřihových) faktorů 
nemusí být ovlivněna jen prostou kompeticí míst, ale může zde hrát úlohu i vznik různých 
sekundárních struktur RNA při různě rychlé transkripci. Rychlejší transkripce dá 
vzniknout delšímu řetězci RNA, který se může složit způsobem, který zakrývá nebo 
naopak odkrývá vazebná místa jinak, než struktura vzniklá složením kratšího řetězce 
RNA vzniklého při pomalejší transkripci. Tento efekt byl pozorován například 
u kvasinkového genu RPS23B, který před kánonickým 3’ sestřihovým místem obsahuje 
kryptické 3’ sestřihové místo, které je za normální situace kryto sekundární strukturou 
(Meyer et al. 2011). Bylo zjištěno, že u mutant s rychlejší polymerázou je toto kryptické 
místo využíváno častěji. Autoři spekulují, že rychlejší transkripce oslabuje sekundární 
strukturu v této oblasti, takže je alternativní 3’ sestřihové místo pro sestřih přístupnější 
(Aslanzadeh et al. 2018). Model kinetického spřažení je rovněž podpořen zjištěním, že 
při změně rychlosti polymerázy (například mutací) spliceosom svoji rychlost 
odpovídajícím způsobem nezmění. U rychlých mutant tak RNA Pol II přepsala delší část 
řetězce, než byly detekovány sestřihové události, a také s rychlou RNA Pol II asociovalo 
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více nesestřižené pre-mRNA, zatímco s pomalou RNA Pol II asociovalo více mRNA 
(Carrillo Oesterreich et al. 2016b; Aslanzadeh et al. 2018).  
Druhý modele propojení transkripce a sestřihu souvisí s vyvazováním 
sestřihových faktorů (“recruitment coupling model”). Tento model říká, že transkripční 
mašinerie napomáhá sestřihu tím, že do blízkosti vznikající pre-mRNA pomáhá 
vyvazovat sestřihové faktory. Důležitá úloha v tomto smyslu je připisována především 
C-terminální doméně (CTD) RNA Pol II (Misteli & Spector 1999). Tato doména se 
skládá z opakování heptapeptidu Tyr1-Ser2-Pro3-Thr4-Ser5-Pro6-Ser7. U kvasinek je 
tento peptid zopakován 26x, u savců 52x (Allison et al. 1985; Corden et al. 1985). Seriny, 
threonin a tyrosin mohou být fosforylovány a různá kombinace těchto fosforylací je 
spojena s různými fázemi elongace transkripce. U kvasinky S. cerevisiae je fosforylace 
na Ser5 a Ser7 typická pro iniciaci transkripce a časnou elongaci přes první exon, zatímco 
v pozdějších fázích elongace transkripce (přes druhý exon) a při terminaci transkripce 
dochází především k fosforylaci na Ser2, Thr4 a Tyr1 (shrnuto v (Herzel et al. 2017)). 
Analýza interaktomů CTD s různými typy fosforylací provedená v S. cerevisiae ukázala, 
že s výjimkou interaktomu fosforylovaného Thr4 jsou interaktomy všech ostatních 
fosforylací CTD nabohaceny o sestřihové faktory. Interaktom fosforylovaného Ser5 byl 
nabohacen o skoro 70 % proteinů asociovaných s U1 snRNP a na základě dalších pokusů 
bylo navrženo, že by fosforylace na Ser5 mohla hrát úlohu při vyvazování U1 snRNP 
(Harlen et al. 2016). U savčích buněk bylo ukázáno, že fosforylace na Ser2 je důležitá 
pro vyvazování U2AF65, savčího homologa proteinu Mud2 (David et al. 2011; Gu et al. 
2012).  
Na vyvazování sestřihových faktorů se však nemusí podílet jen CTD RNA Pol II. 
Podobnou úlohu mohou hrát také posttranslační modifikace histonů spojované s aktivní 
transkripcí. Rozložení histonů, jejich varianty a modifikace mohou rovněž ovlivňovat 
rychlost RNA Pol II a tedy ovlivňovat sestřih i podle prvního modelu. Propojení sestřihu 
s histonovými modifikacemi a variantami histonů bude blíže rozebráno v kapitole 2.3.  
Zatím poslední model popisující různé aspekty propojení transkripce a sestřihu 
souvisí s 3D organizací chromatinu a membránou neohraničenými doménami vzniklými 
díky fázovému přechodu liquid-liquid (“liquid-liquid phase separation”, LLPS), pro 
jehož vznik jsou mimo jiné zapotřebí proteiny s vnitřně neuspořádanou strukturou (viz 
další kapitola). Aby mohl kotranskripční sestřih efektivně probíhat, je nutné, aby byly 
všechny komponenty transkripce a sestřihu na jednom místě. V savčích buňkách bylo 
změřeno, že difúzní konstanta pro snRNP je v řádu 0,2 - 0,8 μm2s-1 (Huranová et al. 
2010), což je asi 100x pomaleji než ve vodě (Phair & Misteli 2000). Bylo navrženo, že 
transkripční a sestřihové faktory jsou v místě transkripce udržovány právě díky LLPS 
(Herzel et al. 2017), což je podporováno například zjištěním, že 18 polypeptidů 
v komplexu B obsahuje oblasti s vnitřně neuspořádanou strukturou (Neugebauer et al. 
1995) nebo že CTD RNA Pol II je také schopna, díky své neuspořádané struktuře, 
podstoupit LLPS (Kwon et al. 2013).  
Dalším důležitým aspektem regulace sestřihu a transkripce z hlediska struktury 
chromatinu je tvorba smyček na transkribovaných genech. Má se za to, že smyčka 
vytvořená mezi oblastí promotoru a terminátoru usnadňuje transkripci tím, že RNA Pol 
II může být efektivněji recyklována pro další kolo transkripce (Mapendano et al. 2010). 
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U kvasinek bylo ukázáno, že pro efektivní transkripci některých genů jsou důležité 
smyčky vytvořené mezi oblastí počátku transkripce a 5’ sestřihovým místem a mezi 
terminátorem a 3’ sestřihovým místem. Autoři studie předpokládají, že tyto smyčky 
napomáhají přiblížit oblast promotoru a terminátoru, což má za následek celkové 
usnadnění transkripce (Moabbi et al. 2012). Lákavá je i představa, že smyčky 
nenapomáhají jen recyklaci RNA Pol II, ale také sestřihových faktorů, které by tak byly 
rychleji k dispozici při započetí dalšího kola transkripce daného genu (Herzel et al. 2017).  
 
2.2. Chromatin a transkripce 
 
Chromatin je tvořen DNA, která je navinutá na nukleosomy. Nukleosomy se 
skládají z oktameru převážně kladně nabitých proteinů nazývaných histony. Každý 
nukleosom je tvořen jádrem tvořeným dvěma dvojicemi histonů H3 a H4 a k jádru 
přilehlými dvěma dvojicemi histonů H2A a H2B. Z funkčního hlediska jsou důležité 
N-konce histonů, které jsou tvořeny nestrukturovanými řetězci vyčnívajícími do prostoru. 
Tyto konce mohou být různě posttranslačně modifikovány, například methylovány, 
acetylovány, ubiquitinylovány, sumoylovány nebo ADP-ribosylovány. O významu 
některých modifikací bude pojednáno dále v textu.  
Kromě kánonických histonů existují ještě různé další varianty, například varianta 
histonu H2A označovaná jako H2A.Z, které mají specifické funkce při různých 
buněčných procesech. Histonové variantě H2A.Z bude také věnována jedna 
z následujících kapitol. 
 
2.2.1. Lokální struktura chromatinu jako klíčový faktor 
ovlivňující transkripci a související procesy 
  
Na histonový oktamer je navinuto vlákno DNA. Na jeden nukleosom připadá asi 
1,7 otočky DNA, což odpovídá asi 145 - 147 párům bazí. Mezi nukleosomy jsou volné 
úseky DNA o délce 20 - 80 párů bazí. Celá tato struktura, nazývaná také jako “korálky 
na niti”, tvoří tzv. 10 nm vlákno a spolu s nehistonovými proteiny tvoří chromatin.  
 In vitro studie ukázaly, že se 10 nm vlákno skládá do vlákna o průměru 30 nm 
(Finch & Klug 1976). V průběhu let byly navrženy různé modely, jak by toto 30 nm 
vlákno mohlo vypadat. Mezi těmito modely byla i struktura solenoidu a zig-zag struktura 
známé z učebnic. Narůstá však počet studií, ve kterých autoři různými technikami 
ukazují, že 30 nm vlákno nejspíš in vivo neexistuje a vzniklo pravděpodobně jako artefakt 
in vitro studií prováděných při nízké koncentraci kationtů (Eltsov et al. 2008; Nishino et 
al. 2012; Fussner et al. 2011). Studie také ukazují, že chromatin se nejspíše skládá 
z nepravidelně složeného složitě propojeného 10 nm vlákna (Ricci et al. 2015). Tato 
struktura je navíc velmi dynamická, může se natahovat, smršťovat, ohýbat a tvořit 
smyčky (shrnuto v (Ozer et al. 2015)). Proto se na ni nahlíží jako na strukturu podobnou 
spíše kapalině než na pevnou strukturu. Pro tyto dynamické vlastnosti jsou důležité 
hlavně vnitřně neuspořádané N-konce histonů H3 a H4, které interagují s DNA, se sebou 
navzájem a s N-konci histonů H2A a H2B, a podle vzdálenosti, na jakou spolu interagují, 
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vzniká buď méně nebo více kondenzovaný chromatin (Zheng et al. 2005; Sinha & 
Shogren-Knaak 2010). Dynamika této struktury se může měnit v závislosti na 
posttranslačních modifikacích N-konců histonů nebo dalších proteinových faktorů 
regulujících přístupnost DNA (Collepardo-Guevara et al. 2015; Potoyan & Papoian 2012; 
Kalashnikova et al. 2013). Z výše uvedeného je patrné, že chromatin není v jádře 
homogenní. Techniky jako “Chromatin conformation capture” a další ukázaly na 
existenci domén v rámci chromatinu, které byly nazvány topologicky asociované domény 
(TAD, “topologically associating domains”) (Dekker et al. 2013; Dixon et al. 2012). 
V rámci těchto domén se zřejmě odehrávají procesy jako synchronizace replikace DNA 
nebo regulace transkripce pomocí enhancerů (Pope et al. 2014; Shen et al. 2012).  
 Jak už bylo naznačeno v kapitole o kotranskripčním sestřihu, vedle těchto 
topologicky asociovaných domén v buňce existují další určité membránou neohraničené 
mikrodomény. V jádře jsou to například jadérko, jaderné “speckles” a Cajalova tělíska 
v savčích buňkách, u kterých se má za to, že vznikly na základě LLPS. Pro vznik těchto 
mikrodomén a pro přechod mezi nimi jsou potřeba proteiny s vnitřně neuspořádanými 
oblastmi (“intrinsically disordered regions”) a RNA vazebnými doménami. Předpokládá 
se, že tyto domény asociují na základě elektrostatických interakcí mezi aminokyselinami 
v nestrukturovaných oblastech zúčastněných proteinů a mezi těmito oblastmi a RNA 
(shrnuto v (Courchaine et al. 2016)).  
K čemu jsou mikrodomény dobré? V průběhu vývoje, ale i v situacích, kdy buňka 
musí rychle reagovat na náhlou změnu podmínek, je často potřeba regulovat expresi 
mnoha genů současně. Sdružení těchto genů do jedné mikrodomény společně s faktory, 
které jsou potřeba nejen pro transkripci daných genů, ale i pro jejich ko- 
a posttranskripční úpravy, výrazně zefektivní jejich expresi, protože se všechny potřebné 
faktory nacházejí na jednom místě (viz Obr. 3). Protože soudržnost mikrodomény 
nejspíše závisí především na kooperativní vazbě mezi nestrukturovanými oblastmi 
jednotlivých komponent, posttranslační modifikace a/nebo demodifikace těchto 
nestrukturovaných oblastí zapříčiní změnu jejich vazebných schopností (změnu jejich 
valence), což má za následek změnu ve struktuře mikrodomény (Hnisz et al. 2017). 
Některé proteiny mohou mikrodoménu opustit, jiným se změní aktivita, což vede ke 
změně výsledného procesu. Důležité je si také uvědomit důsledky takovéto regulace “na 
dálku”. Efekt posttranslační modifikace proteinu na jedné straně mikrodomény se přenese 
do dalších částí mikrodomény a ovlivní funkci dalších proteinů, aniž by došlo 
k modifikaci těchto proteinů nebo jejich přímé interakci s daným modifikátorem, které 
by bylo možné experimentálně detekovat. K detailnímu pochopení procesů spojených 
s regulací genové exprese bude proto zapotřebí rozklíčovat tuto složitou síť vztahů, což 






Obr. 3 Příklad interakcí proteinů v mikrodoméně regulující transkripci. Převzato z (Hnisz et 
al. 2017). 
 
2.2.2. Histonové modifikace 
 
Jak už bylo zmíněno výše, N-konce histonů nesou různé posttranslační 
modifikace. Různé kombinace těchto posttranslačních modifikací souvisejí s různými 
stavy buněčného metabolismu, například s neaktivním heterochromatinem nebo naopak 
s aktivní transkripcí, a dohromady tvoří to, co se nazývá histonový kód. V buňce existují 
proteiny s doménami, které jsou schopny se na dané modifikace vázat a jejichž 
prostřednictvím buňka “čte” daný kód. Příkladem jsou bromodomény vázající se na 
acetylované zbytky nebo chromodomény rozpoznávající methylované zbytky. Vybrané 
chromatinové modifikace budou popsány v následujících částech.  
  
2.2.2.1. Rad6 a ubiquitinylace histonu H2B na lysinu 123 
 
 První modifikace, která bude podrobněji popsána, je ubiquitinylace histonu H2B 
na lysinu 123 (H2BK123). Jde o modifikaci, která je spojována s aktivní transkripcí. Byla 
nalezena jak v promotorech, tak v kódující oblasti aktivně transkribovaných genů. Její 
výskyt kulminuje na nukleosomech +3 a +4 (Van Oss et al. 2016). Tato modifikace je 
zprostředkována ubiquitin-konjugačním enzymem (E2) Rad6, ubiquitin-ligázou (E3) 
Bre1 a jejich asociovaným proteinem Lge1 (Robzyk et al. 2000; Hwang et al. 2003; 
Wood, Krogan, et al. 2003).  
 Souvislost ubiquitinylace H2BK123 s aktivní transkripcí dokládá také fakt, že pro 
její úspěšný vznik komplexem Rad6/Bre1/Lge1 je potřeba několika komponent elongační 
mašinerie. Jednou z těchto komponent je cyklin-dependentní kináza Bur1 a její cyklin 
Bur2 (Murray et al. 2001). Tato kináza fosforyluje CTD RNA Pol II na Ser2 v časných 
fázích elongace transkripce (Liu et al. 2009; Qiu et al. 2009). Kromě toho ale fosforyluje 
také Rad6 na serinu 120, což se ukázalo jako modifikace nezbytná ke katalytické aktivaci 
Rad6 (Wood et al. 2005). Další komplex, který je in vivo potřeba pro vznik ubiquitinylace 
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H2BK123, je elongační komplex PAF (Ng, Dole, et al. 2003; Wood, Schneider, et al. 
2003; Xiao et al. 2005). Komplex PAF se skládá z pěti podjednotek (Paf1, Rtf1, Ctr9, 
Cdc73 a Leo1) a pro vznik ubiquitinylace H2BK123 je důležitá především podjednotka 
Rtf1 a její doména HMD (“histone modification domain”) (Warner et al. 2007; Van Oss 
et al. 2016).  
 Ubiquitinylace H2BK123 se regulačně podílí na mnoha buněčných procesech. 
Například ovlivňuje postup replikace (Trujillo & Osley 2012; Hung et al. 2017), opravy 
homologní rekombinací (Nakamura et al. 2011; Zeng et al. 2016), formování 
dvouřetězcových zlomů během meiózy (Yamashita et al. 2004; Xu et al. 2016) 
a ovlivňuje také délku a stabilitu telomer (Wu et al. 2017; Wu et al. 2018).  
V souvislosti s transkripcí se ubiquitinylace H2BK123 podílí na di- a trimethylaci 
histonu H3 na lysinu 4 (H3K4) a 79 (H3K79) v procesu nazvaném “mezihistonové 
interakce” (“trans-histone crosstalk”, viz dále) (Sun & Allis 2002; Briggs et al. 2002). 
Skrze tyto modifikace také reguluje umlčování genů a vznik heterochromatinu (Sun & 
Allis 2002; Wood, Krogan, et al. 2003). Spolu s chaperonem Spt16, který společně 
s proteinem Pob3 tvoří komplex FACT (“FAcilitates Chromatin Transcription”) 
(Formosa et al. 2001), ubiquitinylovaný H2BK123 funkčně participuje také na 
přestavbách chromatinu. Autoři studie ukázali, že ubiquitinylace H2BK123 je důležitá 
pro opětovnou depozici nukleosomů za elongující RNA Pol II. To je důležité pro 
zabránění iniciace transkripce z kryptických aktivačních sekvencí. Navíc byla 
pozorována pozitivní zpětná vazba mezi Spt16 a ubiquitinylací H2BK123. Protein Spt16 
usnadňoval vznik ubiquitinylace H2BK123 a tato modifikace regulovala stabilitu 
akumulace Spt16 na testovaném genu GAL1 (Fleming et al. 2008). 
 Pro správný průběh elongace transkripce je ubiquitinylaci H2BK123 nutné také 
odstranit. Procesy spojené s cyklem ubiquitinylace a deubiquitinylace H2BK123 jsou 
znázorněny na obrázku 4. Odstranění je zprostředkováno deubiquitinylačním enzymem 
Upb8, který je součástí komplexů SAGA (“Spt-Ada-Gcn acetyltransferase”) 
a SALSA/SLIK (“SAGA-altered, Spt8 absent/ SGA-like”) (Daniel et al. 2004; Henry et 
al. 2003). V kmenech s delecí UBP8 ubiquitinylace H2BK123 přetrvávala, což 
znemožňovalo asociaci komplexu Ctk1/2/3 s chromatinem (Wyce et al. 2007). Tento 
komplex je důležitý pro fosforylaci CTD RNA Pol II na Ser2 v pozdějších fázích 
elongace transkripce (Qiu et al. 2009). Nepřítomnost fosforylace a přetrvávající 
ubiquitinylace H2BK123 mění rozložení dalších chromatinových značek. Fosforylace na 
Ser2 je nutná pro vznik methylace histonu H3 na lysinu 36 (H3K36), což je modifikace 
spojovaná s pozdějšími fázemi elongace transkripce (Krogan, Kim, et al. 2003; Strahl et 
al. 2002). V buňkách s delecí UBP8 byla hladina methylace H3K36 nižší než u divokých 
buněk (Henry et al. 2003). Hladina trimethylace H3K4, charakteristická pro 5’ oblasti 
transkribovaných genů (Pokholok et al. 2005), u buněk s delecí UBP8 naopak vzrostla 
(Henry et al. 2003). Deubiquitinylace H2BK123 proteinem Ubp8 tedy může sloužit jako 
kontrolní bod, který během elongace transkripce zajišťuje výměnu značek 
charakteristických pro časné fáze (trimethylace H3K4, na obrázku 4 vlevo) za značky 






Obr. 4 Procesy spojené s cyklem ubiquitinylace a deubiquitinylace H2BK123. V časných 
fázích elongace transkripce (na obrázku vlevo) je přítomný ubiquitinylovaný H2BK123. Tato modifikace 
zprostředkuje di- a trimethylaci H3K4 a H3K79, což jsou modifikace charakteristické pro 5’ konce 
transkribovaných genů. Ubiquitinylace H2BK123 také spolupracuje s histon chaperonem Spt16 na 
ovlivnění chromatinové struktury. V této době také začíná docházet k výměně fosforylace na Ser5 na RNA 
Pol II za fosforylaci na Ser2, v časných fázích elongace tento proces katalyzuje komplex Bur1/2. 
V pozdějších fázích elongace transkripce (na obrázku vpravo) dochází k deubiquitinylaci H2BK123 
proteinem Ubp8. To umožňuje asociaci komplexu Ctk1/2/3, který katalyzuje účinnou fosforylaci RNA Pol 
II na Ser2. Tato modifikace se podílí na vyvazování histonmethyltransferázy Set2, která zprostředkuje 
methylaci na H3K36. Citace viz hlavní text. 
 
 Cyklus ubiquitinylace a deubiquitinylace byl také zahrnut do dalšího z modelů, 
jakým tato modifikace ovlivňuje přestavby chromatinu na transkribovaných genech. 
Podle tohoto modelu ubiquitinylace H2BK123 nukleosomy před RNA Pol II nejprve 
stabilizuje, čímž vytváří platformu pro snadnější vazbu Spt16 k chromatinu. Dále je 
ubiquitinylace H2BK123 proteinem Ubp8 odstraněna, což vede k destabilizaci 
nukleosomů a tím i usnadnění funkce proteinu Spt16. Destabilizované nukleosomy 
umožní snadnější průchod RNA Pol II. Po průchodu RNA Pol II Spt16 zase působí na 
nukleosomy stabilizačně, což je opět podporováno znovu ustavenou ubiquitinylací 
H2BK123 (Chandrasekharan et al. 2009). 
 
2.2.2.2. Set1 a mono-, di- a trimethylace histonu H3 na lysinu 4 
  
 Další modifikace, která bude podrobněji popsána, je methylace H3K4. Methylace 
H3K4 může být realizována jako mono-, di- nebo trimethylace a všechny tyto stupně jsou 
zprostředkovány histonmethyltransferázou Set1, která je součástí komplexu nazývaného 
COMPASS (“COMplex of Proteins ASsociated with Set1”, komplex proteinů 
asociovaných se Set1) (Briggs et al. 2001; Roguev et al. 2001; Santos-Rosa et al. 2002). 
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Kromě Set1 COMPASS obsahuje dalších sedm proteinů, a to Bre2, Swd1, Swd2, Swd3, 
Spp1, Sdc1 a Shg1 (Roguev et al. 2001).  
 Methylace H3K4 je také modifikace spojovaná s aktivní transkripcí a různé 
stupně methylace jsou charakteristické pro různé oblasti transkribovaných genů. Jakási 
“kánonická” představa je, že trimethylovaý H3K4 se vyskytuje v 5’ oblastech 
transkribovaných genů (Santos-Rosa et al. 2002; Pokholok et al. 2005), dimethylovaný 
H3K4 je potom charakteristický pro střední části aktivních genů a monomethylovaný 
H3K4 pro 3’ oblasti aktivně transkribovaných genů (Pokholok et al. 2005).  
Pro vysvětlení vzniku tohoto vzorce byly navrženy dva modely. “Časový” model 
říká, že stupeň methylace závisí na tom, jak dlouho Set1 asociuje s danou oblastí genu. 
Tento model je podporován nálezem, že COMPASS preferenčně interaguje s CTD RNA 
Pol II fosforylovanou na Ser5 (Ng, Robert, et al. 2003), modifikací vzniklou v časných 
fázích elongace transkripce, a tedy charakteristickou pro oblasti blízko promotoru 
(Komarnitsky et al. 2000; Schroeder et al. 2000). V těchto oblastech je Set1 zadržován 
pomocí této modifikace účinněji než v dalších oblastech genů, kde tato modifikace není, 
a tím pádem vzniká dostatečně dlouhé časové okno pro trimethylaci H3K4. Druhým 
modelem je “poziční” model. Základ tohoto modelu tkví v pozorování, že delece různých 
podjednotek komplexu COMPASS různě ovlivní výsledný stupeň methylace (například 
(Schneider et al. 2005; Morillon et al. 2005; Dehé et al. 2006)). Bylo proto předpovězeno, 
že různé podjednotky komplexu COMPASS čtou různě chromatinový kontext podél 
genů, například další histonové modifikace, a podle toho potom ovlivňují funkci Set1 
(Thornton et al. 2014). 
Detailnější studie týkající se rozložení jednotlivých stupňů methylace podél genů 
však ukázala, že existuje poměrně velký počet genů, pro které výše zmíněný “kánonický” 
vzorec methylace neplatí. Rozložení vzorce methylace záviselo na síle exprese daného 
genu. Silně exprimované geny vykazovaly vysokou hladinu trimethylovaného H3K4 v 5’ 
oblastech genů a distálněji následoval dimethylovaný H3K4. Naproti tomu slaběji 
exprimované geny často trimethylovaný H3K4 postrádaly a místo toho měly v promotoru 
dimethylovaný nebo dokonce jen monomethylovaný H3K4 (Soares et al. 2017). Závislost 
množství trimethylovaného H3K4 na síle exprese už byla pozorována i dříve (Pokholok 
et al. 2005). Tento výsledek naznačuje, že pro vznik “kánonického” rozložení 
methylovaných H3K4 je zapotřebí víc než jen jedno kolo transkripce a že vyšší stupně 
methylovaných H3K4 vznikají postupně. Pro vysvětlení vzniku “kánonického” rozložení 
methylovaných H3K4 autoři navrhli upravený “časový” model, tedy že úroveň 
methylovaného H3K4 je ovlivněna délkou interakce Set1 s cílovým nukleosomem 
v každém kole transkripce násobená počtem kol transkripcí za jednotku času (Soares et 
al. 2017). To, že je tento model pravděpodobný, dokládají i další jejich experimenty. 
Například u buněk s mutací zpomalující RNA Pol II je výskyt značek posunut proti směru 
transkripce (“upstream”), zatímco u buněk s mutací zrychlující RNA Pol II došlo 
k posunu značek v opačném směru, nebo například že fúze Set1 k RNA Pol II vedla 
k výskytu dimethylovaného H3K4 po celém genu a u vysoce exprimovaných genů byl 
stejný efekt pozorován i v případě trimethylovaného H3K4 (Soares et al. 2017).   
Výsledky některých dalších studií naznačují, že pro vznik “kánonického” vzorce 
methylace H3K4 může být alespoň zčásti pravdivý i “poziční” model. Jak už bylo 
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zmíněno výše, pro vznik di- a trimethylace H3K4 je nutná také přítomnost 
ubiquitinylovaného H2BK123. Tomu ale úplně neodpovídají nálezy, že ubiquitinylovaný 
H2BK123 se nachází i dále v kódující oblasti genů než jen v blízkosti promotoru (Xiao 
et al. 2005; Bonnet et al. 2014). Nějakým způsobem ale ubiqutinylovaný H2BK123 na 
vzniku trimethylovaného H3K4 participovat musí, protože pro vznik trimethylovaného 
H3K4 histonmethyltransferázou Set1, která byla fúzována s RNA Pol II, byl potřeba 
ubiquitin-konjugační enzym Bre1 (Soares et al. 2017).  
Mechanismů, jakým by ubiquitinylovaný H2BK123 mohl trimethylaci H3K4 
zprostředkovat, bylo navrženo několik. Dvě studie přikládají důležitost komponentě 
komplexu COMPASS Swd2, i když každá práce navrhla jeho fungování jiným 
způsobem. Jedna práce říká, že schopnost trimethylace H3K4 komplexu COMPASS je 
zprostředkována interakcí mezi Swd2 a ubiquitinylovaným H2BK123 (Lee et al. 2007), 
zatímco podle druhé komplex Rad6/Bre1 katalyzuje kromě ubiquitinylace H2BK123 také 
ubiquitinylaci Swd2, což má za následek vyvázání Spp1 a teprve tato podjednotka dává 
komplexu COMPASS schopnost trimethylace (Vitaliano-Prunier et al. 2008). Další 
studie se opět týká Spp1 a autoři říkají, že trimethylační aktivita Set1 je stimulována 
interakcí mezi její doménou N-SET, Spp1 a ubiquitinylovaným H2BK123 (Kim et al. 
2013). Protein Spp1 se dostává do centra pozornosti i ve třetí studii. Podle modelu, který 
autoři navrhli, se komplex COMPASS váže přes Spp1 k chromatinu přes Arg119 
a Thr122 histonu H2B. Pouze v případě, že je H2BK123 ubiquitinylován, ale dochází 
k takovému uspořádání komplexu COMPASS a stabilizaci jeho podjednotek, že je 
schopen trimethylační aktivity (Chandrasekharan et al. 2010). Kromě participace 
ubiquitinylovaného H2BK123 na vzniku vícenásobné methylace H3K4 ovlivněním 
komplexu COMPASS může tato modifikace hrát roli i ve stabilizaci methylovaných 
H3K4 tím, že zabraňuje vyvazování demethylázy H3K4 Jhd2 (Liang et al. 2007; Tu et 
al. 2007; Huang et al. 2015). Tato demethyláza se váže na Phe26 a Glu57 histonu H2A 
a má se za to, že ubiquitin na H2BK123 tato místa vazby blokuje (Huang et al. 2015). 
Co se týká fyziologické role methylovaného H3K4, je poměrně široká. Na 
trimethylovaný H3K4 se svou doménou PHD váže protein Yng1 (Taverna et al. 2006), 
což je komponenta histonacetyltransferázového komplexu NuA3 (Howe et al. 2002). 
PHD doménu obsahuje také protein Yng2, což je podjednotka 
histonacetyltransferázového komplexu NuA4 (Loewith et al. 2000). Skrze tyto interakce 
dochází k acetylaci H3 respektive k usnadnění acetylace H4 v 5’ oblastech 
transkribovaných genů, což vede k rozvolnění chromatinové struktury a tím k usnadnění 
pohybu RNA Pol II (Protacio et al. 2000) a/nebo k podpoře vazby dalších faktorů 
stimulujících transkripci změnami ve struktuře chromatinu (Carey et al. 2006).  
Prostřednictvím dimethylovaného H3K4 se přes podjednotku Set3 váže 
k transkribovaným genům komplex Set3C. Set3C je histondeacetyláza, ale ukázalo se, že 
i deacetylace ovlivňuje transkripci pozitivním způsobem (Kim & Buratowski 2009). Pro 
vysvětlení byly navrženy vzájemně se nevylučující hypotézy. První z nich je, že 
deacetylace napomáhá zabránění transkripce z kryptických aktivačních sekvencí, které 
se mohou v otevřených čtecích rámcích genů vyskytovat. Druhou hypotézou potom je, 
že Set3C zabraňuje rozšiřování acetylace a tím remodelaci chromatinu z promotorů do 
dalších oblastí genů. Dimethylace H3K4 by tak mohla sloužit jako jakási značka, která 
 
25 
odděluje oblast vysoce přístupného chromatinu v promotorech od méně přístupného 
v oblastech dále od promotoru (Buratowski & Kim 2010).  
Navzdory tomu, že di- a trimethylace H3K4 je považována za značku spojovanou 
s aktivní transkripcí, ztráta obou těchto modifikací delecí určitých podjednotek komplexu 
COMPASS vedla ke zvýšené expresi asi 1 % všech kvasinkových genů. Bylo 
pozorováno, že u divokých buněk mají tyto geny reverzní rozmístění mono-, di- 
a trimethylovaného H3K4 oproti kánonické situaci, tedy hladina trimethylovaného H3K4 
byla nejvyšší na 3’ koncích genů, dimethylovaný H3K4 byl v tělech genů a 5’ konec genů 
byl nabohacen o monomethylovaný H3K4. Tento efekt je pravděpodobně způsoben 
probíhající protisměrnou (“antisense”) transkripcí daných genů a je to zřejmě tato 
“antisense” transkripce, skrze kterou COMPASS reprimuje expresi “sense” genů. Byl 
navržen dvojí mechanismus, jak represe může probíhat (Margaritis et al. 2012). U jedné 
skupiny genů hraje roli přítomnost samotného “antisense” transkriptu. Tento efekt byl 
popsán už dříve pro regulaci exprese genu PHO84, u kterého je “antisense” transkript 
schopen regulovat transkripci jak in cis, tak in trans, a to zřejmě skrze vyvazování 
histondeacetylázových komplexů (Camblong et al. 2007; Camblong et al. 2009). Pro 
represi druhé skupiny genů je zřejmě důležitý samotný proces “antisense” transkripce. 
Delece oblasti obsahující potenciální promotor “antisense” transkriptu také vedla 
k derepresi “sense” transkriptu, zatímco delece exosomální komponenty RRP6, což je 
podmínka dostatečná pro umlčení genu PHO84 skrze stabilizaci “antisense“ transkriptu, 
už pro tyto geny dostačující nebyla (Margaritis et al. 2012).  
Methylace H3K4 se dále podílí i na regulaci umlčování genů v oblastech telomer 
(Nislow et al. 1997; Singer et al. 1998) a oblastech kódujících rDNA (Briggs et al. 2001; 
Bryk et al. 2002) a ukázalo se, že participuje i na regulaci apoptózy (Walter et al. 2014) 
a koordinaci průběhu buněčného cyklu (Beilharz et al. 2017).  
 
2.2.3. Histonová varianta H2A.Z 
 
 Varianta histonu H2A, H2A.Z, je jednou z nejstudovanějších histonových variant. 
Jako jediná histonová varianta je konzervována u většiny eukaryotických organismů. 
Kánonickému histonu H2A je podobná jen asi ze 60 %, což naznačuje, že má ve srovnání 
s histonem H2A unikátní úlohu (Thatcher & Gorovsky 1994). U kvasinky S. cerevisiae 
je H2A.Z kódován genem HTZ1, který není na rozdíl od homologních genů z ostatních 
testovaných eukaryotických organismů esenciální (Jackson & Gorovsky 2000). Poznatky 
týkající se této varianty popsané v následujících odstavcích se týkají právě kvasinkového 
Htz1. Histonová varianta H2A.Z je typická pro nukleosomy -1 a +1 kolem počátků 
transkripce. Ačkoliv asi jen 5 % nukleosomů obsahuje tuto variantu, je přítomna asi 
v 65 % promotorů (Guillemette et al. 2005; Raisner et al. 2005). Histon H2A.Z byl 
nicméně detekován i v otevřených čtecích rámcích různých genů (Albert et al. 2007; Jin 
& Felsenfeld 2007). 
Fyziologická role histonu H2A.Z je spojena s transkripcí (viz dále), umlčováním 
genů (Meneghini et al. 2003; Zhang et al. 2004) a například s opravami DNA (Xu et al. 
2012). V tomto přehledu se budu věnovat hlavně jeho roli při transkripci. Model procesů 
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souvisejících s histonem H2A.Z během transkripčního cyklu je zobrazen na obrázku 5 




Obr. 5 Nukleosomový cyklus v promotorech transkribovaných genů. Převzato z (Tramantano 
et al. 2016), upraveno.   
 
 Histon H2A.Z je inkorporován do nukleosomu +1 (a -1) (krok I). Poté dochází 
k sestavení preiniciačního komplexu (PIC, “Preinitiation complex”) (krok II-a) a ke 
skenování (krok II-b). Nukleosom +1 je následně odstraněn a dochází k vlastnímu 
zahájení transkripce. Když RNA Pol II opustí promotor, dojde k opětovnému navázání 
dimeru H2A/H2B na nukleosom +1, ale v této situaci se tento nukleosom nejspíš nachází 
v pozici posunuté vůči té původní, dále od místa počátku transkripce (krok III-a). 
Nukleosom se poté do výchozí pozice +1 dostane pomocí remodelačních faktorů (krok 
III-b) a celý histonový cyklus může začít znovu (Tramantano et al. 2016). 
Narozdíl od kánonických histonů, které jsou do chromatinu inkorporovány během 
replikace DNA, jsou histonové varianty, včetně této, vnášeny během celého buněčného 
cyklu. Htz1 je do nukleosomů inkorporován jako dimer H2A.Z/H2B výměnou za dimer 
H2A/H2B (krok I na obrázku 5). Dva dimery H2A/H2B jsou v nukleosomu nahrazovány 
postupně. Nejprve je nahrazen jeden dimer, čímž vzniká tzv. heterotypický nukleosom, 
a poté je vyměněn druhý dimer, čímž vzniká homotypický nukleosom (Luk et al. 2010).  
Za inkorporaci je odpovědný komplex SWR1. Tento komplex se skládá 
z katalytické podjednotky Swr1 obsahující ATPázovou/helikázovou doménu, která je 
také přítomna v podjednotkách chromatin-remodelačních komplexů z rodiny Swi2/Snf2, 
a z dalších 13 proteinů. Některé z těchto podjednotek jsou součástí i jiných komplexů, 
například histonacetyltransferázového komplexu NuA4 a komplexu INO80 (viz dále) 
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(Krogan, Keogh, et al. 2003; Kobor et al. 2004; Mizuguchi et al. 2004). Kromě 
katalytické podjednotky Swr1, která je také hlavní platformou pro sestavení celého 
komplexu (Wu et al. 2005; Wu et al. 2009), jsou dále důležité podjednotky Swc2, Arp4 
a Bdf1. Podjednotka Swc2 zprostředkovává přímou vazbu H2A.Z a jeho transfer do 
chromatinu (Wu et al. 2005). Má také klíčovou úlohu při cílení komplexu k nukleosomu 
+1. Usuzuje se, že ten rozpoznává díky přítomnosti alespoň 50 - 70 bp dlouhé oblasti bez 
nukleosomů (NFR, “nucleosome free region”) (Yen et al. 2013; Ranjan et al. 2013). Arp4 
se významnou měrou podílí na udržování strukturální integrity celého komplexu (Wu et 
al. 2009). Protein Bdf1 obsahuje dvě bromodomény, skrze které je schopen se vázat na 
acetylované histony (Ladurner et al. 2003; Matangkasombut & Buratowski 2003). 
Acetylace histonů je totiž další prvek, který napomáhá depozici histonu H2A.Z, a to nejen 
acetylace zprostředkovaná histonacetyltransferázou NuA4, která sdílí některé 
komponenty s komplexem SWR1 (Raisner et al. 2005; Altaf et al. 2010; Auger et al. 
2008; Krogan, Keogh, et al. 2003; Mizuguchi et al. 2004; Kobor et al. 2004), ale 
i acetylace zprostředkovaná komplexy SAGA, NuA3 a histonacetyltransferázou Elp3 
(Raisner et al. 2005; Zhang et al. 2005). Na základě těchto poznatků byl představen 
model, podle kterého je cílení komplexu SWR1 k promotorům závislé na hierarchické 
kooperaci mezi DNA a histonovými značkami. Komplex SWR1 je primárně vyvazován 
na základě rozpoznání NFR. Poté je díky interakcím Bdf1 s různými acetylovanými 
lysiny vyladěno směrování k nukleosomům +1 a -1 a možná je tím i zajištěna 
direkcionalita reakce (Ranjan et al. 2013). Acetylace různých histonových zbytků totiž 
může hrát různou roli. Bylo zjištěno, že acetylace histonu H3 na lysinu 56 (H3K56ac) 
mění substrátovou specifitu reakce komplexu SWR1. V přítomnosti této značky komplex 
SWR1 histony H2A.Z z nukleosomů odstraňuje; pro depozici H2A.Z je tedy nutná 
nepřítomnost H3K56ac. Na základě dalších výsledků Watanabe a kol. také navrhli, že 
protein Swc2 může sloužit jako jakýsi zámek, který brání zpětnému odstranění H2A.Z 
z nukleosomu komplexem SWR1 (Watanabe et al. 2013).  
 U kvasinky S. cerevisiae nukleosom +1 překrývá počátek transkripce. Má se 
proto za to, že během aktivace transkripce musí být tento nukleosom z chromatinu 
odstraněn (krok II-b na obrázku 5). S tímto předpokladem koresponduje pozorování, že 
po aktivaci genů byla hladina nukleosomů +1 obsahujících histon H2A.Z snížena. 
Vzhledem k tomu, že in vitro experimenty ukázaly, že nukleosomy obsahující variantu 
H2A.Z jsou méně stabilně asociovány s DNA než nukleosomy obsahující kánonickou 
variantu H2A a jsou tedy náchylnější k uvolnění z chromatinu, se předpokládá, že histony 
H2A.Z připravují geny k rychlejší iniciaci transkripce (Santisteban et al. 2000; 
Guillemette et al. 2005; Li et al. 2005; Zhang et al. 2005).  
Role při odstraňování histonu H2A.Z byla přisouzena komplexu INO80 
(Papamichos-Chronakis et al. 2006; Yen et al. 2013; Papamichos-Chronakis et al. 2011) 
(krok II-b na obrázku 5). Výsledky některých studií však naznačují, že na odstraňování 
histonů H2A.Z z promotorů tento komplex neparticipuje (Jeronimo et al. 2015; 
Tramantano et al. 2016). Ukázalo se však, že pro odstranění nukleosomu na pozici +1 je 
důležitý PIC. Z dat také vyplynulo, že odstranění nukleosomů obsahujících H2A.Z je 
spojeno s transkripcí a není to nezávislý proces probíhající před formováním PIC. Co 
přesně během iniciace transkripce způsobí odstranění nukleosomu obsahujícího H2A.Z, 
 
28 
zatím tedy není jasné, ale autoři spekulují, že by se tak mohlo dít v důsledku skenování 
promotoru faktorem TFIIH (Tramantano et al. 2016).  
Co se týká elongace transkripce, byla ukázána genetická interakce mezi htz1Δ 
a alelami genů kódujícími různé elongační faktory, například DST1, RPB9, SET2, SPT4, 
SPT5, SPT16 a mezi faktory, které jsou součástí komplexu PAF (Collins et al. 2007; 
Santisteban et al. 2011; Biswas et al. 2005; Krogan et al. 2004; Krogan, Keogh, et al. 
2003; Krogan, Kim, et al. 2003; Malagon et al. 2004; Venkatasubrahmanyam et al. 2007; 
Wilmes et al. 2008). Histon H2A.Z je možná důležitý pro asociaci RNA Pol II 
s otevřenými čtecími rámci transkribovaných genů, výsledky dvou studií na toto téma si 
ale odporují (Santisteban et al. 2011; Neves et al. 2017). Výše zmíněné studie také 
ukazují, že histon H2A.Z ovlivňuje fosforylaci CTD RNA Pol II na Ser2, i když obě 
skupiny došly k rozdílným výsledkům. V jedné studii autoři ukazují, že v buňkách 
s delecí genu HTZ1 je hladina RNA Pol II s fosforylovaným Ser2 nižší než u divokých 
buněk (Santisteban et al. 2011), zatímco v druhé studii je ukázáno, že delece genu HTZ1 
způsobuje zvýšení hladiny RNA Pol II s fosforylovaným Ser2 (Neves et al. 2017). Tyto 
diskrepance lze vysvětlit použitím různých protilátek a modelových genů, každopádně 
pro ověření výsledků bude třeba provést další experimenty. Histon H2A.Z se také ukázal 
být důležitý pro správnou asociaci elongačních faktorů k RNA Pol II. V nepřítomnosti 
histonu H2A.Z byla také rychlost RNA Pol II o 24 % nižší než u divokých buněk a byla 
snížena schopnost remodelace nukleosomů během transkripce (Santisteban et al. 2011). 
Na základě těchto výsledků byly navrženy dva modely, jakými by mohl histon H2A.Z 
participovat na pozitivní regulaci elongace transkripce. Za prvé by mohl napomáhat 
správnému sestavení elongačního komplexu a za druhé by mohl být důležitý pro 
usnadnění remodelace nukleosomů nejen v promotorech genů, ale i v otevřených čtecích 
rámcích, a tím pozitivně ovlivňovat průchod RNA Pol II (Santisteban et al. 2011).  
 
2.3. Chromatin a kotranskripční sestřih 
 
 Jak bylo zmíněno v kapitole 2.1.2., histonové modifikace a varianty histonů se 
také podílejí na regulaci sestřihu, zřejmě ovlivněním vyvazování sestřihových faktorů. 
Poznatky o zapojení vybraných modifikací do regulace sestřihu získaných na kvasince 
S. cerevisiae budou popsány v následujících kapitolách. 
 
2.3.1. Sestřih a ubiquitinylace H2BK123 
  
 Na existenci propojení mezi ubiquitinylací H2BK123 a sestřihem pre-mRNA 
poukázaly genetické interakce mezi deleční alelou genu BRE1 a mutovanými alelami 
faktorů, které jsou součástí U1 snRNP (MUD2, NAM8), U2 snRNP (SPP382, MSL1, 
MUD2 a LEA1) a U4/U6-U5 tri-snRNP (PRP4 a SNU66). Byla také ukázána syntetická 
lethalita mezi neubiquitinylovatelnou formou histonu H2B htb1-K123R a delecemi genů 
kódujících komponenty U2 snRNP Msl1 a Lea1 (Shieh et al. 2011; Moehle et al. 2012).  
Silná negativní genetická interakce až syntetická lethalita byla také pozorována 
mezi delečními alelami BRE1 a RAD6 a deleční alelou NPL3 (Moehle et al. 2012). Npl3 
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je jeden ze tří kvasinkových proteinů typu SR (Gilbert et al. 2001; Häcker & Krebber 
2004), který se jako jediný z nich účastní sestřihu pre-mRNA (Kress et al. 2008). Bylo 
také zjištěno, že proteiny Npl3 a Bre1 spolu fyzicky interagují (Moehle et al. 2012). 
Buňky s delecí genu NPL3 vykazovaly sestřihový defekt, který se projevil akumulací 
pre-mRNA, a to převážně pre-mRNA genů pro ribosomální proteiny (Kress et al. 2008). 
Tento defekt zhoršovala delece genu BRE1 (Moehle et al. 2012). V souvislosti s 
preferenčním ovlivněním sestřihu genů pro ribosomální proteiny není bez zajímavosti 
nález, že tyto geny vykazují oproti ostatním intron-obsahujícím genům zvýšenou hladinu 
ubiquitinylovaného H2BK123, a to jak v exonech, tak i v intronech (Shieh et al. 2011). 
Bylo také ukázáno, že už samotná delece genu BRE1 zvyšuje hladinu pre-mRNA 
některých genů, a to hlavně při kultivaci buněk ve zvýšené teplotě 39 °C (Moehle et al. 
2012; Hérissant et al. 2014). Ve snaze odhalit mechanismus, jakým ubiquitinylace 
H2BK123 ovlivňuje sestřih, byly pomocí chromatinové imunoprecipitace zjišťovány 
změny v asociaci sestřihových faktorů s intron-obsahujícími geny. Výsledky získané 
chromatinovou imunoprecipitací prováděné při normální kultivační teplotě 30 °C 
neodhalily sníženou asociaci testovaných komponent spliceosomu s intronickými geny 
u buněk bre1Δ nebo u buněk bre1Δ npl3Δ ve srovnání s divokými buňkami (Moehle et 
al. 2012), avšak analýza proteinů, které asociují s mRNP imuoprecipitovanými za značku 
TAP na proteinu vázajícím čepičku (Cbc2), odhalila při 39 °C snížené množství 
komponent U1 a U2 snRNP u kmene s mutací htb1-K123R (Hérissant et al. 2014). Tento 
výsledek by naznačoval, že při oslabení fungování kotranskripční maturace mRNA 
(vlivem 39 °C a mutace htb1-K123R) se projeví defekt ve vyvazování U1 a U2 snRNP, 
tedy defekt ve vyvazování těch snRNP, které mají zajistit včasný sestřih. Toto však lze 
detekovat jen na některých genech, které jsou k danému defektu citlivé.  
 
2.3.2. Sestřih a acetylace histonů 
 
 Další histonovou modifikací, u které je dokumentován vliv na sestřih, je 
acetylace. Gcn5 je histonacetyltransferáza (Candau et al. 1997), která acetyluje histony 
H2B a H3 (Suka et al. 2001) převážně v promotorových oblastech, ale může acetylovat 
i v kódujících oblastech genů (Govind et al. 2007; Ginsburg et al. 2009). Byly 
pozorovány negativní genetické interakce mezi delečními alelami sestřihových faktorů 
(konkrétně komponent U2 snRNP Msl1 a Lea1) a deleční alelou GCN5 (Gunderson & 
Johnson 2009) nebo alelami histonů, které znemožňují acetylaci zprostředkovanou Gcn5. 
Rovněž delece genů pro histondeacetylázy Hos2 a Hos3, jejichž aktivita směřuje na stejné 
histonové zbytky jako aktivita Gcn5 (Carmen et al. 1999; Wang et al. 2002), a současná 
delece genů MSL1 nebo LEA1 vedla ke znemožnění růstu při snížené kultivační teplotě 
(Gunderson et al. 2011). Výsledky získané pomocí chromatinové imunoprecipitace 
ukázaly, že v buňkách gcn5Δ docházelo ke zpožděnému vyvazování U2 snRNP na 
testovaných sestřihovaných genech a toto zpoždění se pak přenášelo do pozdějších fází 
sestavování spliceosomu, kdy kotranskripční asociace U5 snRNP nebyla téměř 
detekovatelná (Gunderson & Johnson 2009). Delece genů pro histondeacetylázy HOS2 
a HOS3 vedla naopak k hyperakumulaci komponent U2 snRNP a nebyl pozorován jejich 
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typický pokles na 3’ koncích testovaných genů. Vyvazování komponent U5 snRNP 
a komplexu NTC bylo rovněž postiženo. Tyto výsledky naznačují, že správně probíhající 
cyklus acetylace a deacetylace histonů je důležitý pro regulaci sestavování spliceosomu, 
kdy je vyžadováno správné časování asociace a následné disociace jednotlivých 
sestřihových komponent (Gunderson et al. 2011). Snížení hladiny acetylovaných histonů 
u buněk gcn5Δ však autoři detekovali pouze v promotorových oblastech testovaných 
genů (Gunderson & Johnson 2009). Otázkou tedy zůstává, jak se tento signál přenáší do 
kódujících oblastí, kdy je potřeba regulovat sestavování spliceosomu.     
 
2.3.3. Sestřih a histonová varianta H2A.Z 
 
 Vzhledem k tomu, že histonová varianta H2A.Z ovlivňuje jak iniciaci, tak 
elongaci transkripce (viz výše), není překvapivé, že byly nalezeny souvislosti i mezi touto 
histonovou variantou a regulací sestřihu pre-mRNA. Celogenomová studie z roku 2012 
odhalila, že delece různých podjednotek komplexu SWR1 vede k akumulaci pre-mRNA, 
přičemž nejsilnější efekt v tomto smyslu vykazoval kmen s delecí genu BDF1. 
Chromatinová imunoprecipitace také odhalila, že delece genu BDF1 vedla ke snížení 
množství U1 snRNP na vybraných genech (Albulescu et al. 2012).  
Studiem vlivu samotného histonu H2A.Z na sestřih pre-mRNA u kvasinky 
S. cerevisiae se zabývala skupina Tracy L. Johnson. V rámci jejich studie byly odhaleny 
negativní genetické interakce mezi deleční alelou genu HTZ1 a delečními alelami 
komponent U1 snRNP (MUD1), komplexu “commitment” (MUD2), U2 snRNA (MSL1, 
LEA1 a SNU17), U4/U6-U5 tri-snRNP (SNU66) a komplexu NTC (CWC21 a ISY1). 
Výsledky získané sekvenováním RNA (RNA-seq) dále ukázaly, že delece genu HTZ1 
vede k mírné akumulaci pre-mRNA neribosomálních intron-obsahujících genů a efekt je 
horší, pokud gen obsahuje nekonsensuální sekvenci kolem místa větvení (Neves et al. 
2017). Histon H2A.Z je sice typický hlavně pro nukleosom +1 (viz výše), ale reanalýza 
dat získaných metodou chromatinové imunoprecipitace spojené se sekvenováním 
izolované DNA (ChIP-seq) ze starší publikace (Gu et al. 2015) ukázala, že nukleosomy 
obsahující histon H2A.Z se u intron-obsahujících neribosomálních genů nacházejí také 
těsně před místem větvení a 3’ sestřihovým místem, takže zapojení histonu H2A.Z do 
regulace sestřihu je z hlediska fyzické lokalizace H2A.Z u těchto genů možné (Neves et 
al. 2017). Autoři dále pomocí chromatinové imunoprecipitace detekovali změny ve 
vyvazování sestřihových faktorů na vybrané neribosomální intronické geny u buněk 
s delecí genu HTZ1. Zatímco vzorec vyvazování Prp42, který reprezentuje U1 snRNP, 
zůstal stejný jako u divokých buněk, u U2 snRNP reprezentovaného faktorem Msl1 
docházelo k vyšší akumulaci na lokusu blízko 3’ konce testovaných genů (Neves et al. 
2017). V souladu s modelem postupného vyvazování snRNP k sestřihovaným genům 
(Görnemann et al. 2005) pak docházelo ke zpožděné asociaci U5 snRNP (konkrétně 
proteinu Snu114) na jeden lokus u každého ze sledovaných genů. Autoři také pozorovali 
snížené množství RNA Pol II na testovaných lokusech, což by naznačovalo problémy 
s elongací transkripce. Mutace ovlivňující elongaci transkripce vedla ke zhoršení 
sestřihového fenotypu buněk htz1Δ, včetně prohloubení akumulace U2 snRNP.  
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Na základě výše zmíněných poznatků autoři navrhli model, ve kterém histon 
H2A.Z ovlivňuje elongaci transkripce, skrze kterou potom dochází ke změnám ve 
vyvazování sestřihových faktorů, což má za následek problémy při sestřihu pre-mRNA, 
a to zvláště u genů s nekánonickými sestřihovými místy. V souladu s tímto modelem je 
i jejich nález, že mutace snižující expresi ATPázy Prp43 suprimuje sestřihový defekt 
způsobený mutacemi v genu pro H2A.Z (Neves et al. 2017). Prp43 katalyzuje rozpad 
spliceosomu po proběhnutí reakce a účastní se i rozpadu spliceosomu, pokud se průběh 
sestřihové reakce zpomalí vlivem nekánonické sestřihové sekvence (Arenas & Abelson 
1997; Koodathingal et al. 2010; Koodathingal & Staley 2013). 
K podobným závěrům došla i skupina Ch. Guthrie ve své práci provedené na 
kvasince Schizosaccharomyces pombe (Nissen et al. 2017). Autoři rovněž zjistili 
negativní genetické interakce mezi podjednotkami komplexu SWR1 a sestřihovými 
faktory a odhalili zvýšené množství pre-mRNA u buněk s mutacemi v genech kódujících 
histon H2A.Z nebo v genech kódujících podjednotky komplexu SWR1. Bylo také 
pozorováno, že sestřih u těchto mutant je zhoršen hlavně u genů s nekánonickými 
sestřihovými místy a že histon H2A.Z je nabohacen na hranicích exon-intron právě 
u takových genů. Autoři navrhli model, podle kterého by histon H2A.Z mohl sloužit jako 
značka intronů se slabými sestřihovými místy, což by nějakým způsobem mohlo 
napomáhat jejich sestřihu. Mutace slabých sestřihových míst na konsensuální totiž 
opravdu vedla k supresi sestřihového fenotypu u mutant v genech pro komplex SWR1 
a histon H2A.Z a rovněž nadprodukce ATPázy Prp16, která katalyzuje přechod mezi 
prvním a druhým krokem sestřihové reakce (Horowitz 2011), potlačovala sestřihový 
fenotyp v daných mutantách (Nissen et al. 2017). 
 
2.4. Proteiny SNW 
 
 Proteiny SNW byly v určitých typech esejů identifikovány jako koaktivátory 
a korepresory transkripčních faktorů a adaptory pojmenované podle motivu SNWKN 
(Folk et al. 1996). Tyto proteiny jsou dobře konzervované napříč eukaryotickou říší. 
Zatím jedinými organismy, u kterých nebyl protein SNW identifikován, jsou 
jednobuněčná červená řasa Cyanidioschyzon merolae a mikrosporidie Encephalitozoon 
cuniculi (Stark et al. 2015; Katinka et al. 2001). Tyto organismy mají extrémně 
redukovaný spliceosom a u C. merolae například nebyly nalezeny ani komponenty U1 
snRNP (Stark et al. 2015). Nejvíce studovaní zástupci jsou lidský SKIP, dále Snw1 ze 
Schizosaccharomyces pombe, BX42 z Drosophila melanogaster, atSKIP z Arabidopsis 
thaliana a Prp45 z S. cerevisiae.  
 
2.4.1. Lidský ortholog SKIP  
  
 Lidským orthologem proteinů SNW je SKIP. Jméno je odvozeno od 
Ski-interakční protein, protože onkoprotein Ski byl identifikován jako první z jeho 
vazebných partnerů (Dahl et al. 1998). SKIP se účastní vzniku mRNA na úrovni iniciace 
i elongace transkripce, interaguje s faktory ovlivňujícími histonové modifikace a podílí 
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se také na regulaci sestřihu pre-mRNA. Pro fungování v takto široké škále procesů je 
významná skutečnost, že obsahuje vnitřně neuspořádané oblasti (“intrinsically disordered 
regions” (Wang et al. 2010)), které mu umožňují strukturně se přizpůsobit svým 
interakčním partnerům. 
Co se týká iniciace transkripce, SKIP interaguje s transkripčními faktory jako 
VDR/RXR (Baudino et al. 1998; Zhang et al. 2001), Smad2/3 (Leong et al. 2001), MyoD 
(Kim et al. 2001), pRB (Prathapam et al. 2002) a E2F (Giangrande et al. 2003). Kromě 
toho také v rámci dráhy Delta/Notch interaguje s transkripčním faktorem CBF1 a podílí 
se na přestavbě represorového komplexu na aktivátorový (Zhou et al. 2000).  
Nedávné studie ukázaly zapojení proteinu SKIP do elongace transkripce. Poté, co 
RNA Pol II opustí promotor a přepíše 20 - 40 nukleotidů, dochází k jejímu pozastavení 
(“RNA Polymerase II proximal pausing”), za které jsou odpovědné faktory DSIF (“DRB-
sensitivity inducing factor”) a NELF (“Negative elongation factor”). Pro uvolnění RNA 
Pol II z tohoto bloku je důležitý pozitivní transkripční elongační faktor b (P-TEFb). Ten 
fosforyluje NELF, čímž je tento represor uvolněn, dále fosforyluje DSIF, čímž ho 
přeměňuje z elongačního represoru na aktivátor, a také fosforyluje CTD RNA Pol II na 
Ser2. Všechny tyto fosforylace vedou k zahájení elongace transkripce (shrnuto v (Koch 
et al. 2008)).  
P-TEFb využívá pro svoji transkripci také virus HIV. Všechny virové transkripty 
začínají smyčkou TAR, která je tvořena z nukleotidů přepsaných před zastavením RNA 
Pol II. Tuto smyčku váže protein Tat, který interaguje s P-TEFb. Přes interakci Tat:TAR 
je P-TEFb přinášen k virovým transkriptům, kde uvolní RNA Pol II z pauzy a dojde k 
zahájení elongace transkripce (shrnuto v (Garber & Jones 1999)). Bylo ukázáno, že SKIP 
je in vitro i in vivo vyžadován pro stimulaci elongace virových transkriptů, ale ne pro 
jejich iniciaci. Tato stimulace se zřejmě děje skrze fyzickou interakci proteinu SKIP 
s P-TEFb a s komplexem P-TEFb:Tat:TAR (Brès et al. 2005).  
Při analýze přesnější funkce proteinu SKIP při expresi transkriptů viru HIV bylo 
zjištěno, že SKIP není vyžadován pro vyvazování Tat, P-TEFb, RNA Pol II ani pro 
modulaci hladiny její fosforylace na Ser2 nebo Ser5. SKIP tedy musí fungovat až po 
těchto proteinech. Ukázalo se, že SKIP je potřeba k vyvázání faktorů c-Myc a TRRAP 
(“Transformation-transactivation domain-associated protein”) (Brès et al. 2009), který 
skrze vyvazování histonacetyltransferáz zprostředkuje acetylaci promotorů (Murr et al. 
2007). SKIP byl také vyžadován pro trimethylaci H3K4 ve virovém promotoru. Bylo 
zjištěno, že SKIP a c-Myc přímo interagují s proteinem Menin (Brès et al. 2009), což je 
podjednotka MLL1, tedy jednoho z lidských histonmethyltransferázových komplexů 
zprostředkujících (tri)methylaci H3K4 (shrnuto v (Shilatifard 2008)). Zajímavé však je, 
že samotná trimethylace H3K4 ani další podjednotky histonmethyltransferázového 
komplexu MLL1 k transaktivaci (tj. k expresi stimulované interakcí Tat:TAR) potřeba 
nebyly. Menin tak možná ovlivňuje elongaci virových transkriptů nezávisle na MLL1 
a trimethylace H3K4 stimulovaná proteinem SKIP může mít jinou úlohu (Brès et al. 
2009). V savčích buňkách bylo ukázáno, že trimethylace H3K4 je rozpoznávána 
proteinem CHD1, který dále vyvazuje U2 snRNP (Sims et al. 2007). Protein SKIP by 
tedy mohl skrze stimulaci trimethylace H3K4 regulovat vyvazování spliceosomu 
k transkribovaným genům (Brès et al. 2009). Trimethylace H3K4 je spojena 
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s ubiquitinylací histonu H2B (viz kapitola 2.2.2.2.). Ubiquitinylace H2B nebyla pro 
transaktivaci virových transkriptů vyžadována. Pro jejich bazální expresi (tzn. nezávislou 
na Tat:TAR) však ano, stejně jako protein SKIP. Bylo ukázáno, že při bazální expresi je 
protein SKIP vyvazován k virovým promotorům právě prostřednictvím ubiquitinylace 
H2B. Ba co víc, SKIP interagoval přes tuto značku i s “celkovým” chromatinem, ne 
pouze specificky s genem HIV-1. Je proto možné, že při transaktivaci přebírá roli 
ubiquitinylace H2B ve vyvazování proteinu SKIP protein Tat (Brès et al. 2009).  
 Role proteinu SKIP při sestřihu pre-mRNA byla definována krátce po jeho 
objevení v roce 1998, kdy byl SKIP rozpoznán jako součást spliceosomu (Neubauer et 
al. 1998). Další studie identifikovala protein SKIP jako součást komplexu CDC5L, který 
vstupuje do sestřihové reakce těsně před aktivací spliceosomu, je přítomný po čas obou 
transesterifikačních reakcí a odstupuje s vyštěpeným intronem (Makarov et al. 2002). 
SKIP v rámci spliceosomu fyzicky interaguje s některými podjednotkami U5 snRNP 
(Zhang et al. 2003) a prostřednictvím svého dlouhého α-helixu váže helikázu Prp22 
(Bertram et al. 2017), která se jednak účastní druhého kroku sestřihu (Schwer & Gross 
1998) a jednak participuje na uvolnění sestřižené mRNA ze spliceosomu (Company et 
al. 1991). V rámci spliceosomu SKIP interaguje také s proteinem PPIL1 (“Peptidyl-prolyl 
isomerase-like 1”), který je proteinem SKIP vyvazován do spliceosomu a který zřejmě 
slouží jako foldáza nebo chaperon usnadňující přestavby spliceosomu během 
katalytických reakcí (Xu et al. 2006).  
Jak je patrné z předchozích odstavců, protein SKIP se účastní mnoha drah 
regulujících transkripci a úpravy primárního transkriptu, v rámci kterých fyzicky 
interaguje s různými partnery. Jak už bylo řečeno na začátku kapitoly, tato široká škála 
interakcí je umožněna rozsáhlou vnitřně neuspořádanou oblastí v molekule proteinu 
SKIP, která mu umožňuje strukturně se přizpůsobit svým interakčním partnerům (Wang 
et al. 2010). Obecná funkce proteinu SKIP může spočívat ve vyvazování faktorů, které 
katalyzují nebo minimálně usnadňují přestavby komplexů v rámci procesů spojených 
s genovou expresí, tak jak je to ve spliceosomu zprostředkováno chaperonem/foldázou 
PPIL1. Obdobné komponenty při procesech iniciace a elongace transkripce však teprve 
čekají na své objevení.   
 
2.4.2. Kvasinkový ortholog Prp45  
 
 Orthologem proteinů SNW v kvasince S. cerevisiae je protein Prp45. Od 
orthologů z ostatních organismů se strukturně odlišuje (viz obr. 6). Velikost lidského 
proteinu SKIP je 536 aminokyselin a 61,5 kDa, zatímco Prp45 má pouze 379 
aminokyselin a 42 kDa. Oproti proteinu SKIP Prp45 postrádá kus N-koncové části včetně 
oblasti bohaté na glycin. Ostatní motivy, jako doména obsahující konzervovaný motiv 
SNWKN, helikální oblast a doména podobná SH2 (“SH2-like”), jsou zachovány, i když 











Obr. 6 Domény a motivy proteinů SNW. (a) kánonická struktura proteinů SNW, např. lidského 
proteinu SKIP, (b) struktura proteinu Prp45. Převzato a upraveno z (Folk et al. 2004). 
 
 Prp45 je, stejně jako orthologové z ostatních organismů, esenciální protein. 
Prvotní pokus o nalezení termosensitivních bodových mutací nebyl úspěšný (Harris et al. 
1992). V naší laboratoři byla vytvořena paleta N- i C-terminálních zkrácených variant 
proteinu Prp45 exprimovaných z plazmidů a byla testována jejich schopnost 
komplementovat růst kvasinek s deletovaným genem PRP45 (Martinkova et al. 2002; 
Gahura et al. 2009). Výsledky ukázaly, že pro komplementaci je důležitá přítomnost 
N-terminální oblasti proteinu Prp45. Buňky exprimující pouze prvních 168 aminokyselin 
(varianta prp45(1-168)) byly schopné komplementovat růst při 30 °C, ovšem při 37 °C 
vykazovaly termosenzitivní fenotyp. Za zmínku také stojí, že buňky s delecí absolutně 
konzervovaného motivu SNWKN byly schopny komplementovat růst buněk prp45Δ, a to 
jak při běžné kultivační teplotě 30 °C, tak i při zvýšené teplotě 37 °C. Pro další studium 
funkce proteinu Prp45 byly připraveny buňky nesoucí chromosomální mutaci 
prp45(1-169) exprimující prvních 169 aminokyselin proteinu Prp45 a další 
charakterizace funkce tohoto proteinu byly v naší laboratoři prováděny pomocí této 
termosenzitivní alely (Gahura et al. 2009).  
Funkce proteinu Prp45 byla zatím v literatuře spojena pouze se sestřihem 
pre-mRNA. Poprvé byl Prp45 identifikován jako součást komplexu penta-snRNP, který 
byl izolován z kvasinkových sestřihových extraktů pomocí značky na jednom 
z integrálních proteinů partikule U4/U6-U5 snRNP za podmínek s nízkým obsahem soli. 
Kromě Prp45 tento komplex obsahoval všechny spliceosomální U snRNA a také téměř 
všechny proteiny jednotlivých partikulí snRNP (Stevens et al. 2002). V další studii bylo 
ukázáno, že Prp45 koprecipitoval s pre-mRNA, s lariát-exonem 2, s exonem 1 a 
s vystřiženým intronem, což naznačilo, že Prp45 je ve spliceosomu přítomen během obou 
transeseterifikačních reakcí a odstupuje s vystřiženým intronem (Albers et al. 2003). Toto 
zjištění bylo později podpořeno identifikací proteinu Prp45 jako součásti komplexů B, 
BACT i C v in vitro konstituovaných spliceosomech (Fabrizio et al. 2009). Přímý vliv 
Prp45 na sestřih byl prokázán na základě akumulace nesestřiženého reportérového 
substrátu při depleci Prp45 (Albers et al. 2003). Výsledky naší laboratoře ukázaly, že 
mutace v PRP45 zhoršuje sestřih reportérových substrátů založených na konstruktu 
ACT1-CUP1 s nekánonickými rekombinantními sestřihovými místy (Gahura et al. 2009).   
Co se týká interakčních partnerů Prp45, pomocí dvojhybridního systému byla 
ukázána fyzická interakce mezi Prp45 a proteiny Prp46, Prp22 a Syf3 (Albers et al. 2003; 
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Gahura et al. 2009). S využitím alely prp45(1-169) byly v naší laboratoři identifikováni 
genetičtí interakční partneři, mezi které patří alely faktorů druhého sestřihového kroku 
SLU7, PRP17, PRP18 a PRP22 a alely podjednotek komplexu NTC SYF1, SYF3, NTC20 
a CEF1 (Gahura et al. 2009). Na základě těchto poznatků byla funkce proteinu Prp45 
spojena převážně s druhým krokem sestřihu. Průlom v identifikaci dalších fyzických 
interakčních partnerů proteinu Prp45 umožnil rozmach kryoelektronové mikroskopie, 
díky kterému můžeme podrobněji nahlédnout na uspořádání proteinů a RNA lidských 
i kvasinkových (z S. cerevisiae i S. pombe) spliceosomů ve stádiích komplexů B, BACT, 
C, C* a ILS (Yan et al. 2015; Yan et al. 2016; Yan et al. 2017; Galej et al. 2016; Rauhut 
et al. 2016; Ruixue Wan et al. 2016; Bertram et al. 2017; Fica et al. 2017). Části 
Prp45/Snw1/SKIP byly v těchto pracech také identifikovány. Ukázalo se, že tento protein 
má neobvyklou extendovanou strukturu a prochází napříč celým spliceosomem (viz obr. 
7). Toto uspořádání je v souladu s predikovanými rozsáhlými vnitřně neuspořádanými 
oblastmi proteinu Prp45/Snw1/SKIP (Korneta & Bujnicki 2012; Wang et al. 2010).  
 
     
Obr. 7 Extendovaná struktura Prp45/Snw1. Červeně je zobrazen Snw1, ortholog Prp45 
z kvasinky S. pombe. Modře je zobrazena pre-mRNA, šedě ostatní komponenty spliceosomu. Obrázek byl 
vytvořen na základě dat z (Yan et al. 2015).  
 
Ze struktur také vyplynulo, že motiv SNWKN se nachází v blízkosti katalytického 
centra spliceosomu, kde interaguje s U2 a U6 snRNP (Yan et al. 2015). Strukturní studie 
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potvrdily dosud nalezené fyzické interakční partnery proteinu Prp45/Snw1/SKIP a byli 
nalezeni i další, nejen kolem katalytického centra (Obr. 8). Mezi nejvýznamnější 
interaktory patří podjednotky komplexu RES (“Retention and splicing complex”) Pml1, 
Ist3 a Bud13, které jsou důležité pro sestřih a zadržení nesestřižených pre-mRNA v jádře 
(Ohi et al. 2002) a které Prp45 zřejmě stabilizuje na pozici mezi proteiny Hsh155 a 
určitou oblastí proteinu Prp8 (Yan et al. 2016). Prp45 dále několika oblastmi interaguje 
s proteinem Prp8, což je největší a nejkonzervovanější spliceosomální protein, který je 
součástí U5 snRNP a o kterém se ví, že tvoří jakýsi strukturní základ celého spliceosomu. 
Mezi interakční partnery patří rovněž komponenty komplexu NTC, jako Cef1, Clf1 
a Syf2. Oblasti, kterými Prp45 interaguje s výše vyjmenovanými proteiny, jsou 
znázorněny na obrázku 8. Tento obrázek vznikl kombinací strukturní informace získané 
z komplexu BACT z S. cerevisiae a C* z člověka (Yan et al. 2016; Bertram et al. 2017). 
Vzhledem k tomu, že Prp45 interaguje s mnoha spliceosomálními proteiny včetně těch 
složek, které přímo tvoří katalytické centrum, se předpokládá, že Prp45 toto centrum 
stabilizuje.  
Díky jeho extendované struktuře a přítomnosti mnoha vnitřně neuspořádaných 
oblastí byla vytvořena teorie, že Prp45 umožňuje přenos konformačních změn 
odehrávajících se v katalytickém centru do oblastí spliceosomu vzdálenějších od centra. 
Prp45 tak může usnadňovat dynamické procesy odehrávající se během sestřihu 




Obr. 8 Prp45 a jeho interakční partneři. Modře a červeně je znázorněn Prp45 (modrá část 
znázorňuje aminokyseliny 1-169, červeně je zbytek proteinu). Čárkovaně je zobrazena oblast, jejíž 
strukturní informace chybí. Šedé ovály znázorňují interakční partnery Prp45. Obrázek vznikl 
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zkombinováním struktur Prp45 S. cerevisiae ve spliceosomálním komplexu BACT a SKIP z člověka ve 
splicosomálním komplexu C* (Yan et al. 2016; Bertram et al. 2017). Převzato z (Hálová et al. 2017). 
 
Jak už bylo řečeno výše, role Prp45 byla zatím v literatuře identifikována jen 
v rámci sestřihu pre-mRNA. Na základě poznatků o ortholozích proteinu Prp45 z jiných 
organismů se však lze domnívat, že by se mohl regulačně podílet i na transkripci. Tento 
předpoklad je podporován pozorováním, že navedení Prp45 do promotoru reportérového 
genu vedlo k aktivaci jeho transkripce (Martinkova et al. 2002). Výsledky získané v rámci 
mé disertační práce odhalují bližší podrobnosti o zapojení Prp45 do regulace sestřihu 






3. Cíle práce 
 
Cílem mého doktorského projektu bylo blíže charakterizovat vztah proteinu 
Prp45 kvasinky Saccharomyces cerevisiae k procesům souvisejícím se sestřihem 
pre-mRNA a iniciací a elongací transkripce.  
 
Pro práci byly vytyčeny a postupně upřesňovány dílčí cíle: 
 
Role Prp45 v sestřihu pre-mRNA: 
 
1) Analyzovat transkriptomická data divokého kmene a kmene prp45(1-169) 
z hlediska sestřihu pre-mRNA. 
 
2) Analyzovat vztah akumulace pre-mRNA u buněk prp45(1-169) k funkcím 
RNA-specifických degradačních drah. 
 
3) Zjistit metodou chromatinové imunoprecipitace vliv mutace prp45(1-169) na 
kotranskripční sestavování spliceosomu. 
 
Vliv Prp45 na transkripci: 
 
4) Analyzovat vliv mutace prp45(1-169) na indukci genů neobsahujících intron. 
 
5) Zjistit, zda delece genů souvisejících s elongací transkripce a modifikacemi 
chromatinu samostatně nebo v kombinaci s mutací prp45(1-169) vykazují defekt 
v sestřihu pre-mRNA. 
 
6) Studovat genetické interaktory alely prp45(1-169) metodou “Synthetic genetic 
array” (SGA). 
 
7) Vytvořit další mutace v PRP45 (pro následné testování fenotypu buněk 
v kombinaci s delecí genu HTZ1) a charakterizovat jejich fenotyp.  
 
8) Analyzovat sestřih u kmenů nesoucích jednu z nově vytvořených mutací v PRP45 













Název Genotyp Zdroj 
BY4741 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 Euroscarf 
BY4742 MATalfa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 Euroscarf 
AVY17 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 prp45(1–169)-
3HA::NatMX6 
tato práce 
AVY18 MATalfa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 prp45(1–169)-
3HA::NatMX6 
tato práce 
upf1Δ MATalfa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 upf1::KanMX4 Euroscarf 
AVY70 MATalfa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 upf1::KanMX4 prp45(1-
169)-3HA::NatMX6 
tato práce 
upf3Δ MATalfa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 upf3::KanMX4 Euroscarf 
AVY71 MATalfa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 upf3::KanMX4 prp45(1-
169)-3HA::NatMX6 
tato práce 
ski7Δ MATalfa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 ski7::KanMX4 Euroscarf 
AVY90 MATalfa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 ski7::KanMX4 prp45(1-
169)-3HA::NatMX6 
tato práce 
xrn1Δ MATalfa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 xrn1::KanMX4 Euroscarf 
AVY91 MATalfa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 xrn1::KanMX4 
prp45(1-169)-3HA::NatMX6 
tato práce 
prp42-HA MATa ura3 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 can1-100 
prp42::prp42HA/KanMX6 rpo21::rpo21MYC/HIS 
(Kotovic et al. 
2003) 
KAY21 MATa ura3 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 can1-100 
prp42::prp42HA/KanMX6 rpo21::rpo21MYC/HIS prp45(1-
169)-NatMX6 
(Hálová et al. 
2017) 
msl5-HA MATa ura3 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 can1-100 MSL5-HA/TRP (Görnemann et 
al. 2005) 




mud2-HA MATa ura3 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 can1-100 MUD2-HA/TRP  (Görnemann et 
al. 2005) 
KAY23 MATa ura3 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 can1-100 MUD2-HA/TRP 
prp45(1-169)::NatMX6 
(Hálová et al. 
2017) 
msl1-HA MATa ura3 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 can1-100 MSL1-HA/TRP (Görnemann et 
al. 2005) 
KAY24 MATa ura3 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 can1-100 MSL1-HA/TRP 
prp45(1-169)::NatMX6 
(Hálová et al. 
2017) 




MHY15 MATa ura3 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 can1-100 BRR2-HA/TRP 
DBP2-GFP/Kanr (JG12) prp45(1-169) 
(Hálová et al. 
2017) 




MHY16 MATa ura3 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 can1-100 PRP19-HA 
DBP2-GFP (JG12) prp45(1-169) 
(Hálová et al. 
2017) 
bur2Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 bur2::KanMX4 Euroscarf 
AVY56-D MATa prp45(1-169)-3HA::NatMX6 bur2::kanMX4 his3Δ1 
leu2Δ0 ura3Δ0 met15∆0 
tato práce 
AVY57-D MATalfa prp45(1-169)-3HA::NatMX6 bur2::kanMX4 his3Δ1 
leu2Δ0 ura3Δ0 lys2∆0 met15∆0 
tato práce 
paf1Δ MATalfa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 paf1::KanMX4 Euroscarf 
AVY34-3C MAT? prp45(1-169)-3HA::NatMX6 paf1::kanMX4 his3Δ1 
leu2Δ0 ura3Δ0 lys? met? 
tato práce 
AVY35-5C MAT? prp45(1-169)-3HA::NatMX6 paf1::kanMX4 his3Δ1 
leu2Δ0 ura3Δ0 lys? met? 
tato práce 
AVY36-6D MATa prp45(1-169)-3HA::NatMX6 paf1::kanMX4 his3Δ1 
leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 
tato práce 
rad6Δ MATalfa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 rad6::KanMX4 Euroscarf 
AVY38-6C MAT? prp45(1-169)-3HA::NatMX6 rad6::kanMX4 his3Δ1 
leu2Δ0 ura3Δ0 lys? met? 
tato práce 
AVY37-5C MAT? prp45(1-169)-3HA::NatMX6 rad6::kanMX4 his3Δ1 
leu2Δ0 ura3Δ0 lys? met? 
tato práce 




ubp8Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 ubp8::KanMX4 Euroscarf 
AVY80 MATa prp45(1-169)-3HA::NatMX6 his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 
ura3Δ0 ubp8::kanMX4  
tato práce 
AVY92 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 set1::KanMX6 tato práce 
AVY93 MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 set1::KanMX6 prp45(1-
169)-3HA::NatMX6 
tato práce 
gcn5Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 gcn5::KanMX4 Euroscarf 
AVY69 MATa prp45(1-169)-3HA::NatMX6 his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 
ura3Δ0 gcn5::kanMX4  
tato práce 
rtf1Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 rtf1::KanMX4 Euroscarf 
AVY51 MATa prp45(1-169)-3HA::NatMX6 his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 
ura3Δ0 rtf1::kanMX4  
tato práce 
bre1Δ MATalfa his3Δ1 leu2Δ0 lys2Δ0 ura3Δ0 bre1::KanMX4 Euroscarf 
AVY54-B MATalfa prp45(1-169)-3HA::NatMX6 bre1::kanMX4 his3Δ1 
leu2Δ0 ura3Δ0  
tato práce 
AVY55-C MATa prp45(1-169)-3HA::NatMX6; bre1::kanMX4 his3Δ1 
leu2Δ0 ura3Δ0 met15∆0 
tato práce 
lge1Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 lge1::KanMX4 Euroscarf 
AVY88 MATa prp45(1-169)-3HA::NatMX6 his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 
ura3Δ0 lge1::kanMX4  
tato práce 
sgf11Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 sgf11::KanMX4 Euroscarf 
AVY81 MATa prp45(1-169)-3HA::NatMX6 his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 
ura3Δ0 sgf11::kanMX4  
tato práce 
Y8835 MATalfa ura3::NatMX6 can1Δ::STE2pr-Sp_his5 lyp1Δ his3Δ1 
leu2Δ0 met15Δ0 
laboratoř B. Liu  
KAY27 MATalfa can1Δ::STE2pr-Sp_his5 lyp1Δ ura3Δ0 leu2Δ0 his3Δ1 
met15Δ0 prp45(1-169)-3HA::NatMX6 
tato práce 
htz1Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 htz1::KanMX4 Euroscarf 
swr1Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 swr1::KanMX4 Euroscarf 
vps71Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 vps71::KanMX4 Euroscarf 
vps72Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 vps72::KanMX4 Euroscarf 
swc3Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 swc3::KanMX4 Euroscarf 
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swc5Δ MATa his3Δ1 leu2Δ0 met15Δ0 ura3Δ0 swc5::KanMX4 Euroscarf 
Htz1-1A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0? htz1::kanMX +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Htz1-1B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0? prp45(1-
169)::NatMX6 htz1::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Htz1-1C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0? +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Htz1-1D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0? prp45(1-
169)::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Htz1-2A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Htz1-2B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 htz1::kanMX +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Htz1-2C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 prp45(1-
169)::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Htz1-2D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
htz1::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Htz1-3A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Htz1-3B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
htz1::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Htz1-3C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
htz1::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Htz1-3D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Htz1-11A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Htz1-11B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 htz1::kanMX +pRS416-ADH-
PRP45? 
tato práce 
Htz1-11C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 prp45(1-
169)::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Htz1-11D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
htz1::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swr1-11A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0? swr1::kanMX +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Swr1-11B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0? prp45(1-




Swr1-11C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0? prp45(1-
169)::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swr1-11D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0? +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Swr1-12A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 swr1::kanMX +pRS416-ADH-
PRP45? 
tato práce 
Swr1-12B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 swr1::kanMX +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Swr1-12C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 prp45(1-
169)::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swr1-12D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swr1-13A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Swr1-13B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Swr1-13C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 prp45(1-
169)::NatMX6 swr1::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swr1-13D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 swr1::kanMX 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swr1-14A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Swr1-14B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 swr1::kanMX 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swr1-14C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Swr1-14D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 prp45(1-
169)::NatMX6 swr1::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps71-1A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
vps71::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps71-1B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 prp45(1-
169)::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps71-1C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 vps71::kanMX +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps71-1D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Vps71-2A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 vps71::kanMX +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 





Vps71-2C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
vps71::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps71-2D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Vps71-5A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Vps71-5B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps71-5C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 vps71::kanMX 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps71-5D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
vps71::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps71-10A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps71-10B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Vps71-10C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 prp45(1-
169)::NatMX6 vps71::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps71-10D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 vps71::kanMX +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps72-2A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 prp45(1-
169)::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps72-2B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Vps72-2C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
vps72::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps72-2D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 vps72::kanMX +pRS416-ADH-
PRP45? 
tato práce 
Vps72-3A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Vps72-3B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
vps72::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps72-3C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
vps72::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps72-3D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 +pRS416-ADH-
PRP45? 
tato práce 
Vps72-6A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0? prp45(1-169)::NatMX6 
vps72::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps72-6B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0? +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 




Vps72-6D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0? vps72::kanMX 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps72-8A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 vps72::kanMX +pRS416-ADH-
PRP45? 
tato práce 
Vps72-8B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 +pRS416-ADH-
PRP45? 
tato práce 
Vps72-8C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Vps72-8D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 prp45(1-
169)::NatMX6 vps72::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc3-5A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Swc3-5B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
swc3::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc3-5C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 prp45(1-
169)::NatMX6 swc3::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc3-5D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Swc3-10A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 swc3::kanMX 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc3-10B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc3-10C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
swc3::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc3-10D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Swc3-13A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 swc3::kanMX +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc3-13B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc3-13C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 +pRS416-ADH-
PRP45? 
tato práce 
Swc3-13D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
swc3::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc3-15A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
swc3::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 





Swc3-15C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc3-15D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Swc5-2A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Swc5-2B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 prp45(1-
169)::NatMX6 swc5::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc5-2C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 swc5::kanMX +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc5-2D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc5-4A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Swc5-4B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 prp45(1-
169)::NatMX6 swc5::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc5-4C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
swc5::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc5-4D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Swc5-7A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
swc5::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc5-7B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
Swc5-7C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
swc5::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc5-7D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 +pRS416-ADH-
PRP45? 
tato práce 
Swc5-10A MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 met15Δ0 swc5::kanMX 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc5-10B MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 met15Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 
swc5::kanMX +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc5-10C MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 prp45(1-169)::NatMX6 +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
Swc5-10D MAT? his3Δ1 leu2Δ0 ura3Δ0 lys2Δ0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
MHY90 MATa his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 met15Δ0 prp45(1-247)-
3HA::NatMX6 
tato práce 





MHY92 MATalfa his3∆1 leu2∆0 lys2∆0 ura3∆0 prp45(1-247)-
3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY93 MATalfa his3∆1 leu2∆0 lys2∆0 ura3∆0 prp45(1-330)-
3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY94-1A MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 prp45(1-247)-
3HA::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY94-1B MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 met15∆0 
htz1::KanMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY94-1C MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 htz1::KanMX6 prp45(1-
247)-3HA::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY94-1D MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 +pRS416-ADH-
PRP45? 
tato práce 
MHY95-2A MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 prp45(1-247)-
3HA::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY95-2B MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 +pRS416-ADH-
PRP45? 
tato práce 
MHY95-2C MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 htz1::KanMX6 
prp45(1-247)-3HA::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY95-2D MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 htz1::KanMX6 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY96-10A MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 htz1::KanMX6 +pRS416-
ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY96-10B MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 met15∆0 
htz1::KanMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY96-10C MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 prp45(1-247)-3HA::NatMX6 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 




MHY97-14A MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 htz1::KanMX6 prp45(1-
247)-3HA::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY97-14B MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 htz1::KanMX6 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 





MHY97-14D MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 met15∆0 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY98-3A MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 prp45(1-330)-
3HA::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY98-3B MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
MHY98-3C MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 htz1::KanMX6 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 




MHY99-6A MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 met15∆0 
htz1::KanMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY99-6B MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 htz1::KanMX6 
prp45(1-330)-3HA::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY99-6C MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 prp45(1-330)-
3HA::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY99-6D MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
MHY100-9A MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 met15∆0 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY100-9B MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 prp45(1-330)-3HA::NatMX6 
+pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY100-9C MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 htz1::KanMX6 prp45(1-
330)-3HA::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY100-9D MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 met15∆0 
htz1::KanMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY101-14A MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 htz1::KanMX6 prp45(1-
330)-3HA::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY101-14B MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 met15∆0 
htz1::KanMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY101-14C MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 met15∆0 
prp45(1-330)-3HA::NatMX6 +pRS416-ADH-PRP45? 
tato práce 
MHY101-14D MAT? his3∆1 leu2∆0 ura3∆0 +pRS416-ADH-PRP45? tato práce 
MHY113-A MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 htz1::KanMX6 tato práce 
MHY113-B MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 tato práce 
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MHY113-C MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 htz1::KanMX6 prp45(1-
247)-3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY113-D MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 prp45(1-247)-
3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY114-A MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 prp45(1-247)-
3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY114-B MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 htz1::KanMX6 prp45(1-
247)-3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY114-C MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 htz1::KanMX6 tato práce 
MHY114-D MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 tato práce 
MHY115-A MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 htz1::KanMX6 tato práce 
MHY115-B MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 prp45(1-247)-
3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY115-C MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 met15∆0 tato práce 
MHY115-D MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 htz1::KanMX6 prp45(1-
247)-3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY116-A MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 met15∆0 htz1::KanMX6 
prp45(1-247)-3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY116-B MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 prp45(1-247)-
3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY116-C MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 htz1::KanMX6 tato práce 
MHY116-D MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 tato práce 
MHY117-A MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 met15∆0 tato práce 
MHY117-B MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 htz1::KanMX6 tato práce 
MHY117-C MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 htz1::KanMX6 prp45(1-
330)-3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY117-D MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 prp45(1-330)-3HA::NatMX6 tato práce 
MHY118-A MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 tato práce 
MHY118-B MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 prp45(1-330)-3HA::NatMX6 tato práce 
MHY118-C MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 htz1::KanMX6 tato práce 




MHY119-A MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 tato práce 
MHY119-B MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 htz1::KanMX6 prp45(1-
330)-3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY119-C MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 prp45(1-330)-
3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY119-D MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 htz1::KanMX6 tato práce 
MHY120-A MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 tato práce 
MHY120-B MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 met15∆0 htz1::KanMX6 prp45(1-
330)-3HA::NatMX6 
tato práce 
MHY120-C MAT? his3∆0 leu2∆0 ura3∆0 lys2∆0 prp45(1-330)-
3HA::NatMX6 
tato práce 




DH5α - F-, Φ80dlacZ△M15, △(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, 
hsdR17(rk-,mk+), phoA, supE44, λ-, thi-1, gyrA96, relA1 
 
4.1.2. Kultivační média a roztoky 
 
Všechna média připravovat z deionizované vody a sterilizovat v autoklávu při 119 °C po 
dobu 20 minut. 
 
● YPAD  
20 g/l           Pepton (Merck) 
10 g/l           Yeast Extract (Formedium) 
100 mg/l      Adenine-hemisulfát (Sigma) 
                       2%               Glukóza (Sigma) 
[20 g/l          Agar (Oxoid)] 
 
● SD médium 
6,7 g/l        Yeast Nitrogen Base without Amino acids (Difco) 
1,394 g/l    Synthetic Complete (Kaiser) drop-out: -His, -Leu, -Trp, -Ura 
(Formedium)  
2%             Glukóza (Sigma) 




● SD médium se standardní koncentrací fosfátu a bez přidaného fosfátu 
5,9 g/l        Yeast Nitrogen Base without Amino acids and Phosphate 
(Formedium) 
1,394 g/l    Synthetic Complete (Kaiser) drop-out: -His, -Leu, -Trp, -Ura 
(Formedium) 
2%             Glukóza (Sigma) 
 
- SD se standardní koncentrací fosfátu: přidat KH2PO4 na výslednou 
koncentraci 7,3 mM 
- SD bez přidaného fosfátu: přidat KCl na výslednou koncentraci 7,3 mM 
 
● SD médium s 5-fluoroorotovou kyselinou (5-FOA) 
- připravit 2x koncentrovaný základ jako na SD médium, sterilizovat v 
autoklávu 
- připravit roztok 5-FOA o koncentraci 2 mg/ml, zahřívat maximálně na 
65 °C, sterilizovat filtrací 
- po sterilizaci základu SD média přidat glukózu a příslušné 
aminokyseliny (médium musí obsahovat uracil), nechat vychladit pod 65 °C a 
smíchat s roztokem 5-FOA (výsledná koncentrace 5-FOA je tedy 1 mg/ml) 
  
● Roztoky aminokyselin a uracilu (100x koncentrované roztoky) 
2 g/l           L-Histidin HCl monohydrát (Sigma) 
10 g/l         L-Leucin (Sigma) 
2 g/l           L-Tryptofan (Sigma) 
2 g/l           L-Uracil (Sigma) - uchovávat při pokojové teplotě 
3 g/l           L-Lysin (Sigma) 
2 g/l           L-Methionin (Sigma) 
10 g/l         Adenin hemisulfát (Sigma) 
 
● Presporulační agar 
 20 g/l        Pepton (Merck) 
 10 g/l        Yeast Extract (Formedium) 
 4%            Glukóza (Sigma) 
 20 g/l        Agar (Oxoid) 
 
● Fowelův (sporulační agar) 
5 g/l          KAc 
2,3 g/l       KCl 
20 g/l        Agar (Oxoid) 
 






● Ringerův roztok 
 7,5 g/l        NaCl 
     0,075 g/l    KCl 
 0,1 g/l        NaHCO3 
 0,1 g/l        CaCl2 
 
● LB médium 
10 g/l          Pepton (Merck) 
5 g/l            Yeast Extract (Formedium) 
5 g/l            NaCl  
[20 g/l         Agar (Oxoid)] 
 
- v případě potřeby přidat Ampicilin (100 mg/ml = 1000x koncentrovaný 
zásobní roztok) 
 
4.1.3. Přehled použitých primerů 
 
Označení Název Sekvence 
OG91 ECM33 mRNA-F CTCCGCTCTAGCTGCTAAC 
OG92 ECM33 mRNA-R ACCGGAGATTTTGTCCAAATCAG 
MH72 ECM33 pre-mRNA-F CTGTCATAGGATTAGGGCGAG 
MH73 ECM33 pre-mRNA-R GAAGTAGTTGAGTTAGCTGCTTAG 
OG79 ACT1 mRNA-F AATTTACTGAATTAACAATGGATTCTGAGG 
OG80 ACT1 mRNA-R GATAGATGGGAAGACAGCACG 
OG145 ACT1 pre-mRNA-F AATTTACTGAATTAACAATGGATTCTGGTA 
OG146 ACT1 pre-mRNA-R AGGTTATGGGAGAGTGAAAAATAGTA 
OG115 TUB1 mRNA-F AGAGAAGTTATTAGTATTAATGTC 
OG116 TUB1 mRNA-R TCTTCTAGATGTCCATCC 
OG139 TUB1 pre-mRNA-F AAACAATGAGAGAAGTTATTAGTATTAATGGTA 
OG140 TUB1 pre-mRNA-R TTGCGTTGAAGTTAGTAATGAAAGATG 
OG104 TUB3 mRNA-F GACAATGAGAGAGGTCATTAGTATTAATGTTG 
OG105 TUB3 mRNA-R CCTCCAAATGGCCGTCTTC 
OG135 TUB3 pre-mRNA-F GACAATGAGAGAGGTCATTAGTATTAATGGTA 
OG136 TUB3 pre-mRNA-R GAATGAATCAAACCAGATCAGATCAAAC 
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OG178 APS3 mRNA-F GTTACACAATGATTCATGCAGTTCTAATATTC 
OG179 APS3 mRNA-R AATTCATATACTTGCTCTAATAGCAGTTTTTG 
OG180 APS3 pre-mRNA-F GTTACACAATGATTCATGCAGTTCTAATATGT 
OG181 APS3 pre-mRNA-R GGTTGGCATTTCTTATTGACTATACCAAA 
OG182 RPO26 mRNA-F CAGACTACGAGGAGGCGTTTA 
OG183 RPO26 mRNA-R GTTTTTCCTCATAAGTCTCCTCATCAG 
OG184 RPO26 pre-mRNA-F AGACTACGAGGAGGCGTATG 
OG185 RPO26 pre-mRNA-R GTCGTTAAACCTGTATCACAATGATAGAAG 
OG95 IMD4 mRNA-F TCTGGCTTCCCAGTTACTGAA 
OG96 IMD4 mRNA-R AAGAATCATCTTCTAAGAATTGTATATCACGA 
OG113 IMD4 pre-mRNA-F CTTTCGTTCTACTGACTG 
OG114 IMD4 pre-mRNA-R CACACATAATGGGCTTTC 
OG75 COF1 mRNA-F CTAACAAAAGAAGATGTCTAGATCTGGTG 
OG76 COF1 mRNA-R GGTTTTAGCATCGTTCAATCCG 
OG141 COF1 pre-mRNA-F ACAAAAGAAGATGTCTAGATCTGGGTA 
OG142 COF1 pre-mRNA-R GTTCCATGTTAAAAAGGGAGGAAAGA 
OG71 TOM22-F CGACGTTGTCGATGATGAAG 
OG72 TOM22-R GCAACGATTCTGTCCAAC 
KA46 RPL22A mRNA-F ATTAAGAAACAATGGCCCCAAACAC  
KA47 RPL22A mRNA-R TGGGTCGAAGACACCGTTTTCA  
KA138 RPL22A pre-mRNA-F TTAAGAAACAATGGCCCCAAACGTA 
KA139 RPL22A pre-mRNA-R TTACTATCTTCCTTGTTATTCGCGTA  
KA50 RPL22B mRNA-F CAACCACAATGGCTCCAAACAC 
KA51 RPL22B mRNA-R ACCTCAATGGCGTTCCCTAAGT 
KA140 RPL22B pre-mRNA-F CAACCACAATGGCTCCAAACGTA 
KA141 RPL22B pre-mRNA-R CAATGAACTGTAGGAATAGAAAACTT  
MH55 ECM33 A-F TTTCGGTAGCGTGCTTGAG 
MH56 ECM33 A-R GCAAGAGAGGTCCGTTGAT 
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MH57 ECM33 B-F ATTCAAGAACGCTTTGACTGCT 
MH58 ECM33 B-R TCGAGATTTGTGAGGAAAGAGG 
MH59 ECM33 C-F GTACTTCTGCCACTGCTACTG 
MH60 ECM33 C-R AAGATAGTCAAGGAACCATCAATCTC 
MH70 ECM33 D-F TTGGAAAGTGTCGAAGGTTTCTC 
MH71 ECM33 D-R GTAGTGTTGTCACCGTTGGAAG 
MH61 ECM33 E-F CGACTCTTCTTCCAGTAACTTCTC 
MH62 ECM33 E-R AGATGTGGCACCGTTCTTG 
MH126 ACT1 A-F TACATCAGCTTTTAGATTTTTCACG 
MH127 ACT1 A-R GCTAGAACATACCAGAATCCATTG 
MH124 ACT1 B-F AACGGTTCTGGTATGTGTAAAGC 
MH125 ACT1 B-R ACCGACGATAGATGGGAAGAC 
OG81 ACT1 C-F GATGGTGTTACTCACGTCGTTC 
OG82 ACT1 C-R GTAGTCAGTCAAATCTCTACCGGC 
MH37 ACT1 D-F GAAGGTCAAGATCATTGCTCCTC 
MH38 ACT1 D-R GAAACACTTGTGGTGAACGATAG 
MH74 TELVIR-F1 AAATGGCAAGGGTAAAAACCAG 
MH75 TELVIR-R1 TCGGATCACTACACACGGAAAT 
OG63 PHO5-F GAGGGTCCAGGTTACGACATTATC 
OG64 PHO5-R TAGGATATCGGTATCGTGGG 
OG229 MAF1 mRNA-F GCCTAAAGAATCACGACAATGAAATTTA 
OG230 MAF1 mRNA-R GCAACTGCCCACGATTTTACAG 
OG231 MAF1 pre-mRNA-F GCCTAAAGAATCACGACAATGAAAGTAT 
OG232 MAF1 pre-mRNA-R AACTAAGGAAGAAAAGGAGGGTTCAG 
KM9 integrační kazeta 
NatMX6 - R 
GGAGAAGCTGATCCAAATGAGTGGAAGATACCTGC
AGCTGTGCGGATCCCCGGGTTAATTAA 
MH195 integrační kazeta 
NatMX6 pro přípravu 
prp45(1-247) - F 
GCTTGCTAAAGAATCTAAATTGAAAGAATTGAGCC
AACGACGGATCCCCGGGTTAATTAA 
MH196 integrační kazeta AAGGCATGAAGACCAGGTTTATGACAACCCACTGT
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NatMX6 pro přípravu 
prp45(1-330) - F 
TCGTCCGGATCCCCGGGTTAATTAA 
AV17 kazeta NatMX6 - R TGGTCAATAAGAGCGACCTC 
AV18 PRP45 v oblasti 1-169 - F ACAGCCACCATATTGAGGTAG 
1 Podle (Wyce et al. 2007) 
 
4.1.4. Použité protilátky 
 
● Anti-HA.11 - Covance, katalogové číslo MMS101-R 
● Anti-Rpb3 1Y26(1Y27) - Santa Cruz Biotechnology, katalogové číslo sc-101614 
 
4.1.5. Použité soupravy pro manipulaci s nukleovými 
kyselinami 
 
● MasterPure Yeast RNA Purification Kit (Epicentre) 
● NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel) 
● NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) 
 
4.1.6. Použité velikostní standardy 
 
● GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) - A) 
● GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific) - B) 
● GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific) - C) 
● PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific) - D) 
 
A)                       B)                             C)                             D) 





4.1.7. Reakční směsi a programy PCR 
4.1.7.1. Tvorba integračních kazet 
 
Reakční směs: 5 μl pufru pro polymerázu Pfu-X7 
                        5 μl MgSO4 (zásobní koncentrace 25 mM) 
                        5 μl dNTP (každý 2,5 mM) 
                        1,25 μl primer F 
                        1,25 μl primer R 
                        1,5 μl templátové DNA  
                        5 μl polymerázy Pfu-X7 (záleží na čistotě izolátu) 
                        26 μl H2O 
 
Program PCR: 1. 95 °C, 5 min 
                         2. 95 °C, 30 s 
                         3. 43 °C, 30 s 
                         4. 68 °C, 3 min (záleží na délce amplifikovaného úseku) 
                         kroky 2 - 4 opakovat 10x 
                         5. 95 °C, 30 s 
                         6. 43 °C, 30 s 
                         7. 72 °C, 3 min + 5 s navíc při každém cyklu 
                         kroky 5 - 7 opakovat 20x 
                         8. 72 °C, 5 min 
                         9. 15 °C, for ever 
 
4.1.7.2. PCR z kolonií 
 
Reakční směs: 1,5 μl pufru pro polymerázu Taq 
                        1,5 μl MgCl2 (zásobní koncentrace 25 mM) 
                        1,5 μl dNTP (každý 2,5 mM) 
                        0,375 μl primer F 
                        0,375 μl primer R 
                        0,15 μl polymerázy Taq (záleží na čistotě izolace) 
                        2 μl templátu 
                        7,6 μl H2O 
 
Program PCR: 1. 95 °C, 5 min 
                         2. 95 °C, 15 s 
                         3. 60 °C, 15 s (záleží na teplotě tání primerů) 
                         4. 72 °C, 1 min na 1 kbp amplifikového úseku 
                         kroky 2 - 4 opakovat 25 - 35x 
                         5. 72 °C, 5 min 




10x Pufr pro polymerázu Pfu-X7: 200 mM Tris-HCl, pH 8,8 
                                                       100 mM KCl 
                                                       1% Triton X-100 
                                                       1 mg/ml BSA bez nukleáz 
 
10x Pufr pro polymerázu Taq s KCl: 100 mM Tris-HCl, pH 8,8 
                                                            500 mM KCl 
                                                            0,8% (v/v) Nonidet P-40 
 
10x Pufr pro plymerázu Taq s (NH4)2SO4: 750 mM Tris-HCl, pH 8,8 
                                                                    200 mM (NH4)2SO4 




4.2.1. Kultivace kvasinkových kmenů 
4.2.1.1. Kultivace v tekuté kultuře 
 
● kmeny standardně kultivovány v Erlenmayerových baňkách v příslušném médiu 
při 30 °C na třepačce při 180 rpm 
● množství použitého média odpovídá desetině až pětině objemu baňky 
● nárůst kultury stanovován pomocí přístroje CO8000 Cell Density Meter (WPA 
Biowave); všechny hodnoty optické density (OD) uvedené v této práci odpovídají 
tomuto přístroji; exponenciální fázi odpovídají hodnoty OD ~ 0,3 až ~ 3 
 
4.2.1.2. Kultivace na pevném médiu 
 
● buňky standardně kultivovány 2 - 3 dny na Petriho miskách s příslušným pevným 
médiem při 30 °C 
 
4.2.2. Měření růstové křivky pomocí přístroje Varioskan 
 
● Večer buňky zaočkovat do 5 ml příslušného média, kultivovat na třepačce přes 
noc při 30 °C při 180 rpm. 
● Ráno přeočkovat na OD ~ 0,05 do 5 ml příslušného média. 
● Do jamiček 12-jamkové mikrotitrační destičky napipetovat v duplikátu 1,4 ml 
kultury a vložit do přístroje Varioskan (Thermo Scientific). 
● Měřit obvykle 24 hodin při příslušné teplotě. OD při 600 nm odečíst každých 10 
minut, mezi intervaly třepat při 180 rpm při rozkmitu 20 mm. 




4.2.3. Fosfátové přenosy 
 
● Večer zaočkovat buňky do 10 ml SD média se standardní koncentrací fosfátu 
(dále v návodu označovaného jako fosfátové médium), kultivovat na třepačce přes 
noc při 30 °C a 180 rpm. 
● Ráno kulturu přeočkovat do 40 ml fosfátového média na OD ~ 0,75 a pokračovat 
v kultivaci, dokud kultura nedosáhne OD ~ 2,1. 
● Po dosažení OD 2,1 buňky opět přeočkovat do 60 ml fosfátového média na OD ~ 
0,6 a kultivovat do dosažení OD ~ 1,5. 
● Provést odběr “před promytím” a tento odběr zpracovat (viz dále). 
● Na základě OD kultury spočítat, jaký objem je nutné odebrat, aby po 
resuspendování buněk do 30 ml bylo OD kultury 1,5. Tento objem odebrat do 
dvou 50ml centrifugačních zkumavek. 
● Kultury centrifugovat (1000 g, 3 min, pokojová teplota) a supernatant odstranit.  
● Pelet v jedné centrifugační zkumavce resuspendovat ve 45 ml fosfátového média 
a pelet v druhé centrifugační zkumavce resuspendovat ve 45 ml média bez 
přidaného fosfátu. Kultury centrifugovat (1000 g, 3 min, pokojová teplota) 
a supernatant odstranit. Propláchnutí ještě jednou zopakovat.  
● Sediment buněk proplachovaný fosfátovým médiem resuspendovat do 30 ml 
fosfátového média, sediment buněk proplachovaný médiem bez přidaného fosfátu 
resuspendovat do 30 ml média bez přidaného fosfátu. Kultury přenést do 
Erlenmeyerovy baňky, umístit na třepačku a kultivovat (30 °C, 180 rpm). 
 
Provádění a zpracování odběrů 
 
● V určitých časech provádět odběry. Odebírat vždy 2 ml kultury do 2ml 
mikrozkumavky.  
● Kulturu ihned centrifugovat (16 000 g, 1 min, pokojová teplota), supernatant 
odstranit a pelet zamrazit v tekutém dusíku. Skladovat při -75 °C. 
 
4.2.4. Kapkový test 
 
● Buňky večer zaočkovat do 5 ml příslušného média, kultivovat na třepačce přes 
noc při 30 °C při 180 rpm.  
● Ráno přeočkovat do 5 ml média na OD ~ 0,3 a kultivovat do dosažení OD ~ 0,9 - 
2,5. 
● Odebrat takové množství buněk, které odpovídá 1 ml o OD 0,9. Buňky usadit 
centrifugací (pokojová teplota, 16 000 g, 30 s), supernatant odstranit a buňky 
resuspendovat do 500 μl sterilní deionizované vody.  
● Do jamek 96-jamkové mikrotitrační destičky napipetovat 200 μl sterilní 
deionizované vody. Do první jamky přidat 50 μl buněčné suspenze, opakovaným 
nasáváním a vysáváním promíchat a 50 μl této suspenze napipetovat do další 
jamky. Takto vytvořit ředící řadu s ředícím faktorem 5. 
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● Pomocí “Replica plater for 96-well plate” (Sigma) sterilizovaného namočením 
v lihu a opálením nanést buňky na příslušná pevná média v Petriho misce  
● Buňky kultivovat v termostatu v příslušné teplotě a fotografovat po 2, 3 a 6 dnech.  
 
4.2.5. Příprava glycerolových konzerv a jejich výsev 
 
● K suspenzi kvasinkových buněk v deionizované vodě nebo médiu přidat 60% 
glycerol na výslednou koncentraci 30 %. 
● Zamíchat překlápěním zkumavky a přenést do -75 °C, tamtéž uchovávat. 
● Při výsevu mikrobiologickou kličkou nebo sterilním párátkem seškrábnout trochu 
vrchní části zmrzlé suspenze na Petriho misku s příslušným médiem a kultivovat 
při 30 °C. Vše provádět rychle, aby suspenze ve zkumavce nerozmrzla.  
 
4.2.6. Křížení, sporulace a mikromanipulace spor 
 
● Kmeny S. cerevisiae opačného párovacího typu resuspendovat do 20 μl vody 
a tyto suspenze kápnout přes sebe na Petriho misku s médiem YPAD. Inkubovat 
nejméně 4 hodiny při při 30 °C. 
● Narostlou biomasu přenést na selekční médium, které umožní vyrůst pouze 
diploidním jedincům. Inkubovat při 30 °C. 
● Diploidní kmen hustě nanést na Petriho misku s presporulačním agarem 
a kultivovat při 30 °C do druhého dne.  
● Biomasu kvantitativně přenést do zkumavky s 500 μl vody. Centrifugovat (16 000 
g, 30 s, pokojová teplota), supernatant odstranit a k sedimentu přidat takové 
množství Ringerova roztoku, aby vznikla hustá, ale ještě pipetovatelná suspenze 
(cca 10 - 20 μl). 
● Suspenzi nanést na misku se sporulačním agarem. 
● Inkubovat 4 - 10 dní při pokojové teplotě, průběžně mikroskopicky kontrolovat 
množství vzniklých vřecek. 
● Malé množství buněčné suspenze ze sporulačního média přenést do 50 μl roztoku 
Yeast lytic enzyme (5 mg/ml). Inkubovat 4 minuty při pokojové teplotě. Poté 
k roztoku přidat 1 ml vody. 
● Ke kraji misky s médiem YPAD nanést 25 μl buněčné suspenze a rozetřít sterilní 
skleněnou tyčinkou. Po zaschnutí suspenze na misce oddělovat jednotlivá vřecka 
a spory pomocí mikromanipulátoru (Singer Instruments). 
 
4.2.7. Transformace kvasinek lithium-acetátovou metodou 
4.2.7.1. Příprava kompetentních buněk 
 
● Buňky večer zaočkovat do 5 - 10 ml média YPAD a kultivovat přes noc na 
třepačce při 30 °C a 180 rpm. 
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● Ráno buňky přeočkovat do 10 ml média YPAD na OD ~ 0,3 a kultivovat do 
dosažení OD ~ 1,2 - 1,8 (tj. 1,3 - 2,5 x 107 buněk na 1 ml kultury). 
 
4.2.7.2. Vlastní transformace 
 
● Na jednu transformaci odebrat takové množství kultury, které obsahuje 108 
buněk. Kulturu centrifugovat (3 min, 1000 g, pokojová teplota), supernatant 
odstranit a buněčný pelet resuspendovat do 10 ml vody. Znovu centrifugovat 
a buněčný pelet resuspendovat do 1 ml vody. Přenést do mikrozkumavky.  
● Buněčnou suspenzi v mikrozkumavce centrifugovat a supernatant odstranit. 
K peletu přidat: 73 μl vody 
              36 μl 1M LiAc 
              10 μl ssDNA (10 mg/ml, čerstvě denaturovaná povařením) 
              1 μl plazmidové DNA (> 100 ng) 
              240 μl PEG 3500 (Sigma) 50% w/v 
● Suspenzi zamíchat pomocí vortexu.  
● Inkubovat 40 min při 42 °C, občas zamíchat překlápěním zkumavky. 
● Suspenzi centrifugovat, supernatant odstranit. Buněčný pelet resuspendovat ve 
vodě a vysévat na Petriho misku s příslušným selekčním médiem.  
 
4.2.8. Transformace E. coli elektroporací 
4.2.8.1. Příprava elektrokompetentních buněk 
 
● Zaočkovat 20 ml LB média kmenem E. coli, kultivovat přes noc při 37 °C, 180 
rpm. 
● Ráno kulturu přeočkovat na OD 0,15 do 4x 250 ml média LB. Kulturu inkubovat 
na třepačce, dokud nedosáhne OD ~ 2.  
● Kultury v Erlenmayerových baňkách přenést na led a nechat cca 10 min chladit. 
Od tohoto kroku vše provádět na ledu.  
● Kultury přelít do 250ml centrifugačních zkumavek (Nalgene), usadit centrifugací 
(10 min, 3 000 g, 4 °C), supernatant slít. 
● Sediment propláchnout 100 ml vychlazené vody (lze spojit buněčné suspenze ze 
dvou centrifugačních zkumavek do jedné), opět centrifugovat, supernatant slít.  
● Sediment resuspendovat v 50 ml vychlazené vody, přenést do 50ml 
centrifugačních zkumavek, centrifugovat, supernatant slít.  
● Sediment resuspendovat v 25 ml 10% (w/w) vychlazeného glycerolu, 
centrifugovat, supernatant odstranit. Promytí glycerolem je možné ještě jednou 
zopakovat. 
● Sediment resuspendovat v malém množství 10% vychlazeného glycerolu, aby 
vznikla hustá, ale ještě pipetovatelná suspenze.  
● Suspenzi rozplnit po 100 - 200 μl do 1,5ml mikrozkumavek vychlazených 
v tekutém dusíku, do kterého lze mikrozkumavky dočasně odkládat. Poté přenést 
do -75 °C a tamtéž dlouhodobě skladovat.   
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4.2.8.2. Vlastní transformace 
 
● Do zkumavky s 0,5 - 2 μl plazmidové DNA nebo ligační směsí přidat 50 μl 
elektrokompetentních buněk.  
● Suspenzi zamíchat a přenést na dno vychlazené elektroporační kyvety (vzdálenost 
mezi elektrodami 2 mm, Cell Projects), kyvetu zvenku osušit. 
● Kyvetu vložit do přístroje Gene Pulser Apparatus (Bio-Rad) a nastavit hodnoty 
kapacitance 25 μF, napětí 2,5 kV a odpor 200 Ω. Aplikovat puls. Časová 
konstanta by měla být mezi 4 až 5 ms. 
● Obsah kyvety okamžitě resuspendovat do 200 μl média LB (může být s 0,5% 
glukózou), převést do mikrozkumavky a inkubovat 60 min při 37 °C a 1000 rmp 
v třepacím bločku (Thermomixer Comfort, Eppendorf). 
● Na misky s médiem LB se selekčním antibiotikem vysévat 2, 20 a 200 μl kultury. 
Inkubovat přes noc při 37 °C.  
 
4.2.9. Příprava proteinových extraktů 
 
● Buňky zaočkovat do 5 ml média, přes noc inkubovat na třepačce při 30 °C, 180 
rpm. 
● Ráno buňky přeočkovat do 15 ml média na OD 0,3 a inkubovat při 30 °C, 180 
rpm do dosažení OD 0,9 - 3.  
● Objem, který odpovídá 10 ml o OD 0,9 převést do 15ml centrifugační zkumavky 
a centrifugovat (3 min, 1000 g, pokojová teplota). 
● Supernatant odstranit, buněčný pelet resuspendovat do 1 ml vody a přenést do 
1,5ml mikrozkumavky. Centrifugovat (30 s, 16 000 g, pokojová teplota), 
supernatant odstranit a pelet na 10 - 15 min zamrazit do -75 °C. Skladovat lze 
tamtéž. 
● K sedimentu přidat 100 μl čerstvě namíchaného roztoku 1,85 M NaOH se 7 % 
β-mercaptoethanolem (= 93 μl 2M NaOH + 7 μl  100% β-mercaptoethanolu) 
a směs intenzivně míchat na vortexu 4x 30 s. Mezi jednotlivými pulzy inkubovat 
na ledu.  
● K suspenzi přidat 100 μl 50% kyseliny trichloroctové, krátce promíchat pomocí 
vortexu a inkubovat 5 min na ledu. 
● Centrifugovat 10 min, 14 000 g, 4 °C. Supernatant odstranit, sediment důkladně 
resuspendovat v 500 μl 1M nepufrovaného Tris a ihned znovu centrifugovat 
(1 min, 14 000 g, 4 °C). 
● Supernatant odstranit a sediment resuspendovat v stejném objemu 2x Laemmli 
pufru. Zamrazit do -75 °C. 
● Před nanášením na gel přidat 1/20 objemu suspenze 1M DTT a inkubovat 5 min 






2x Laemmli pufr: 0,112 M Tris-HCl, pH 6,8 
                             3,42% SDS 
                             12% (v/v) glycerol 
                             0,002% bromfenolová modř    
 
4.2.10. Tris-glycinová SDS-PAGE s využitím soupravy Bio-
Rad Mini Protean II/III Cell 
 
● Podle návodu k soupravě sestavit aparaturu na přípravu gelů.  
● Připravit separační gel podle tabulky (rozpis je na gel o tloušťce 0,75 mm): 
 
Chemikálie (objem v ml) Výsledná koncentrace akrylamidu v separačním 
gelu 
7,5% 10% 12% 
H2O 2,5 2,08 1,75 
4x Tris-HCl/SDS, pH 8,8 1,25 1,25 1,25 
AA/BIS 1,25 1,67 2,00 
TEMED 0,034 0,034 0,034 
10% (w/v) APS 0,0165 0,0165 0,0165 
 
● TEMED a APS přidávat těsně před nanášením, důkladně promíchat. Nanášet 
stříkačkou s ustřiženou žlutou špičkou tak, aby v aparatuře zbylo místo na 
nanesení zaostřovacího gelu (cca 5 mm). 
● Gel převrstvit vodou nebo izopropanolem, aby se zabránilo přístupu vzduchu, 
který polymeraci inhibuje.  
● Po zpolymerování gelu vodu nebo izopropanol důkladně odsát. 
● Připravit zaostřovací gel (rozpis je pro gel o tloušťce 0,75 mm):  
 
Chemikálie Objem (ml) 
H2O 1,550 





10% (w/v) APS 0,0125 
 
● TEMED a APS opět přidávat těsně před nanášením, promíchat. Gel nanést 
stříkačkou s ustřiženou žlutou špičkou cca 1 mm pod okraj skla, vložit hřebínek 
tak, aby v jamkách nezůstaly bubliny.  
● Po ztuhnutí gelu hřebínek vytáhnout a jamky promýt elektroforézovým pufrem, 
aby se vymyly případné kousky gelu. 
● Podle návodu k soupravě sestavit aparaturu.  
● Prostor mezi gely naplnit elektrodovým pufrem, ověřit, že neprotéká, a nanést 
vzorky.  
● Elektrodovým pufrem naplnit prostor kolem gelů v hlavní vaně. 
● Aparaturu připojit ke zdroji napětí. Rozdělení provádět při konstantním proudu 
10 mA/0,75 mm gel, po vstupu vzorků do separačního gelu lze zvýšit na 20 
mA/0,75 mm gel.  
● Po rozdělení vzorků odpojit aparaturu od zdroje napětí, rozebrat ji a případně 
označit gely pro zachování orientace nanášek.  
● Dále pokračovat barvením gelů (inkubovat minimálně 20 min v roztoku 
Coomassie brilliant blue R 250, poté odbarvit v odbarvovacím roztoku) nebo 
přenosem proteinů na membránu metodou Western blot. 
 
AA/BIS: 30% roztok (Sigma) 
 
4x Tris-HCl/SDS, pH 8,8: 1,5 M Tris-HCl 
                                           0,4% SDS 
Tris base rozpustit do 300 ml vody, pH dorovnat 1N HCl na 8,8, doplnit na 500 ml, 
přefiltrovat přes 0,45 μm filtr, přidat 2 g SDS, skladovat při 4 °C 
 
4x Tris-HCl/SDS, pH 6,8: 0,5 M Tris-HCl 
                                             0,4% SDS 
Tris base rozpustit do 40 ml vody, pH dorovnat 1N HCl na 6,8, doplnit vodou na objem 
100 ml, přefiltrovat přes 0,45 μm filtr, přidat 0,4 g SDS, skladovat při 4 °C 
 
5x elektrodový pufr: 125 mM Tris-HCl, pH 8,3 
                                    950 mM glycin 
                                    0,5% SDS 
 
10% APS: NH4S2O8, rozpouštět čerstvě 
 
Barvící roztok: 20% methanol 
                           0,117% (v/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad) 
                           0,051% (v/v) Bismarck Brown R (Sigma) 




Odbarvovací roztok: 20% methanol 
                                     7% kyselina octová v H2O 
 
4.2.11. Western blot 
4.2.11.1. Pomocí Bio-Rad Trans-Blot® 
 
● Připravit si 2 papíry Whatman (3 mm) o rozměrech 11 x 8 cm, nitrocelulózovou 
membránu (Bio-Rad) a Petriho misky o průměru 18 cm s cca 100 ml chlazeného 
přenosového pufru.  
● Membránu nechat sytit pod hladinou přenosového pufru cca 5 min. 
● Do Petriho misky s přenosovým pufrem umístit aparaturu pro skládání “sendviče” 
tak, aby byla černá blotovací deska dole a pod hladinou pufru. Na černou 
blotovací desku položit porézní vložku, nechat nasáknout přenosovým pufrem 
a vytlačit z ní vzduch.  
● Na porézní vložku položit namočený papír Whatman, pak gel, membránu, druhý 
papír Whatman a druhou porézní vložku předem nasáknutou přenosovým pufrem. 
Celou sestavu přidržet, válečkem vytlačit vzduchové bublinky, uzavřít a zasunout 
do držáku blotovacích desek v aparatuře tak, aby čirá deska směřovala k + pólu 
(červený) a černá k - pólu (černý).  
● Do elektroforézové vany nalít přenosový pufr, vložit nádobku s ledem, 
míchadélko a celou vanu položit na magnetickou míchačku. Připojit zdroj napětí 
a blotovat při konstantním napětí 90 - 110 V hodinu až hodinu a půl. Každou půl 
hodinu je potřeba vyměnit nádobku s ledem. 
● Po skončení přenosu odpojit zdroj napětí a “sendvič” rozebrat. Gel obarvit 
v barvícím roztoku a membránu opláchnout v pufru TBS. Membránu lze 
skladovat zatavenou v PE folii při 4 °C nebo ihned provést imunodetekci 
protilátkou. 
 
1x přenosový pufr: 25mM Tris 
                                 192 mM glycin 
                                  20% (v/v) methanol 
 
4.2.11.2. Pomocí Bio-Rad Trans-Blot® Turbo 
 
● Do aparatury Trans-Blot® Turbo položit papír Whatman (Bio-Rad, Extra Thick 
Blot Filter Paper, Precut, 7.5 x 10 cm #1703965) a trochu ho navlhčit 
v přenosovém pufru. Na něj položit membránu, gel a druhý papír Whatman, opět 
ho navlhčit přenosovým pufrem.  
● Jeden 0,75mm gel blotovat 15 min při 1,25 A a 25 V.  
● Po skončení přenosu aparaturu rozebrat, gel obarvit v barvícím roztoku 
a membránu opláchnout v pufru TBS. Membránu lze skladovat zatavenou v PE 




5x přenosový pufr: 1,5M Tris 
                                  1,5M glycine 
                                  0,125% SDS  
 
4.2.12. Imunodetekce proteinů na membráně 
 
● Membránu blokovat 1 hodinu v 5% Bloting-Grade Blocker (Bio-Rad)/0,1% 
TTBS mírným mícháním na kývačce.  
● Membránu zatavit do polyethylénové folie, přidat 3 - 7 ml roztoku primární 
protilátky (ředěné v 5% Bloting-Grade Blocker/0,1% TTBS) a inkubovat 
1 hodinu na kývačce při pokojové teplotě a dále při 4 °C přes noc. 
● Po skončení inkubace membránu opláchnout v TTBS, poté odmývat 3x10 min 
v TTBS. 
● Membránu opět zatavit do polyethylénové folie, přidat 3 - 7 ml sekundární 
protilátky (ředěnou v 3% Bloting-Grade Blocker/0,05% TTBS) a inkubovat 
1 hodinu při pokojové teplotě.  
● Po skončení inkubace membránu opláchnout 3x 10 min v TTBS a 2x 5 min 
v TBS. 
 
TBS: 20mM Tris-HCl, pH 8,0 
          500mM NaCl 
 
TTBS: TBS s 0,05% Tween 20, pokud není specifikováno jinak (Serva) 
 
4.2.12.1. Vizualizace signálu pomocí alkalické fosfatázy 
 
● Membránu opláchnout v pufru AP, položit do vyvíjecího roztoku a inkubovat ve 
tmě do vybarvení. 
● Vyvíjení zastavit promytím v destilované vodě. 
 
Pufr AP: 100mM Tris-HCl, pH 9,5 
                 0,5 mM MgCl2 
 
Vyvíjecí roztok: naředit reagencie A a B (Bio-Rad) v pufru AP 
                            100x reagencie A - 30 mg NBT v 70% DMF 
                            100x reagencie B - 15 mg BCIP v H2O 
 
4.2.12.2. Vizualizace pomocí křenové peroxidázy 
 
Pomocí přístroje LAS-4000 (GE Healthcare) 
 
● Membránu osušit položením na filtrační papír. 
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● Membránu inkubovat v substrátech ECL Detection Reagent (GE Healthcare) 
smíchaných v poměru 1:1, vložit do eurodesek a umístit pod kameru do přístroje 
LAS-4000. 
● Nejprve fotografovat ve viditelném světle (metoda EPI), poté detekovat 
chemiluminiscenci v intervalech dle potřeby (10 s - 3 min).  
 
4.2.13. Izolace chromozomální DNA z kvasinek 
 
● Kvasinkovou kulturu (10 - 20 ml) nechat narůst do stacionární fáze (OD ~ 9). 
● Kulturu přelít do 50ml centrifugační zkumavky, centrifugovat (1000 g, 3 min, 
pokojová teplota), supernatant slít, buňky resuspendovat v 500 μl vody a převést 
do 1,5ml mikrozkumavky se šroubovacím víčkem. Krátce centrifugovat, 
supernatant slít. 
● Přidat 200 μl lyzačního pufru, 200 μl směsi fenol:chloroform:izoamylalkohol 
(25:24:1) a ~300 mg skleněných kuliček.  
● Buňky desintegrovat vortexováním po dobu 3 - 4 minut. Poté přidat 200 μl pufru 
TE (pH 8).  
● Centrifugovat 20 000 g, 5 min při pokojové teplotě. Vodnou fázi převést do čisté 
mikrozkumavky.  
● Přidat 1 ml 96% ethanolu, promíchat překlápěním (ne s využitím vortexu!), 
centrifugovat 20 000 g, 2 min při pokojové teplotě, supernatant odstranit. 
● Sediment resuspendovat ve 400 μl pufru TE, přidat 3 μl RNázy A (10 mg/ml) 
a inkubovat 5 min ve 37 °C. 
● K roztoku přidat 10 μl 4M NH4Ac a 1 ml 96% ethanolu. Promíchat překlápěním 
a případně inkubovat 1 hodinu při -20 °C.  
● Centrifugovat 20 000 g, 2 min při 4 °C. Sediment 2x promýt 70% ethanolem 
a resuspendovat v 50 μl vody.  
 
Lyzační pufr: 10 mM Tris-HCl, pH 8 
                        1 mM EDTA 
                        2% Triton X-100 
                        1% SDS 
                        100 mM NaCl                          
 
4.2.14. Izolace plazmidové DNA alkalickou metodou - 
“midiprep” 
 
● Na selekční antibiotikum zaočkovat bakteriální kmen E. coli nesoucí příslušný 
plasmid. Inkubovat přes noc při 37 °C. 
● K večeru zaočkovat kolonií 10 - 50 ml média LB s příslušným selekčním 




● Narostlou bakteriální kulturu ochladit na ledu, převést ji do 50ml centrifugační 
zkumavky a centrifugovat 3000 g, 15 min, 4 °C. 
● Sediment dokonale resuspendovat do x ml roztoku I, uchovávat na ledu. Množství 
zvolit podle nárůstu a výchozího objemu kultury, obvykle 0,5 - 1 ml pro 10 ml 
kultury, 2 - 4 ml pro 50 ml kultury.  
● Zkumavky vyjmout z ledu a přidat 2x ml roztoku II, promíchat překlápěním 
zkumavky a inkubovat při pokojové teplotě 1 - 5 min.  
● Znovu přenést na led, přidat 1,5x ml roztoku III, promíchat a inkubovat 30 - 60 
min na ledu.  
● Bílou sraženinu usadit centrifugací (16 000 g, 15 min, 4 °C). Supernatant převést 
do čisté centrifugační zkumavky, smísit s 0,6 objemu izopropanolu a znova 
centrifugovat (16 000 g, 5 min, 4 °C). 
● Supernatant slít, sediment vysušit, rozpustit do 300 μl deionizované vody 
a přepipetovat do mikrozkumavky.  
● Smísit se stejným objemem 10M LiCl a inkubovat 30 - 60 min při -20 °C. 
● Sraženinu usadit centrifugací (16 000 g, 5 min, 4 °C), supernatant převést do čisté 
mikrozkumavky.  
● Izolovanou plazmidovou DNA vysrážet jedním objemem 96% ethanolu, 
inkubovat 60 min při -20 °C. 
● Sraženinu usadit centrifugací (16 000 g, 5 min, 4 °C), supernatant odstranit, 
sediment opláchnout v 70% ethanolu, znovu centrifugovat, supernatant důkladně 
odstranit a sediment vysušit. 
● Rozpustit ve 30 - 200 μl vody, množství a kvalitu izolované DNA zjistit 
elektroforeticky a pomocí přístroje Nanodrop (Thermo Scientific). 
 
Roztok I: 25 mM Tris-HCl, pH 8 
                 10 mM EDTA 
                 1% glukóza 
 
Roztok II: 1% SDS 
                   0,2 M NaOH 
 
Roztok III: 3M KAc 
                    2M kyselina octová, pH 5,4 
 
4.2.15. Izolace plazmidové DNA alkalickou metodou - 
“miniprep” 
 
● Na plotnu se selekčním antibiotikem zaočkovat bakteriální kmen E. coli nesoucí 
příslušný plasmid. Inkubovat přes noc při 37 °C. 
● K večeru zaočkovat kolonií 4 ml média LB s příslušným selekčním antibiotikem. 
Inkubovat v Erlenmayerově baňce na třepačce při 37 °C, 180 rpm přes noc. 
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● 2 ml narostlé bakteriální kultury přenést do 2ml mikrozkumavky, centrifugovat 
(16 000 g, 1 min, RT), supernatant odstranit. Do té samé mikrozkumavky přidat 
zbylé 2 ml kultury, centrifugaci opakovat, supernatant odstranit. 
● Buněčný pelet důkladně resuspendovat ve 300 μl roztoku I (složení roztoků viz 
výše). 
● Přidat 600 μl roztoku II a zamíchat překlápěním zkumavky. Inkubovat 5 min při 
pokojové teplotě. 
● Přidat 450 μl roztoku III, pořádně promíchat a inkubovat 5 min na ledu.  
● Vysrážené proteiny usadit centrifugací (16 000 g, 1 min) a supernatant 
přepipetovat do čisté 2ml mikrozkumavky.  
● K supernatantu přidat 810 μl izopropanolu, důkladně promíchat a centrifugovat 
(16 000 g, 1 min). Supernatant slít, zkumavku postavit dnem vzhůru na čistou 
buničinu a pelet nechat vyschnout.  
● Pelet rozpustit rozpustit ve 300 μl vody. 
● K suspenzi přidat 150 μl nasyceného roztoku LiCl (nebo 1 objem 10M LiCl) 
a inkubovat 5 min na ledu. 
● Vzorek centrifugovat (16 000 g, 1 min) a supernatant přenést do čisté 
mikrozkumavky. Přidat stejný objem 96 % EtOH a 5 min inkubovat na ledu.  
● Vysráženou DNA usadit centrifugací (16 000 g, 1 min), supernatant odstranit, 
pelet opláchnout 70% EtOH, znovu centrifugovat, supernatant pořádně odstranit 
a nechat vyschnout. 
● Plazmidovou DNA rozpustit do 30 - 50 μl vody, množství a kvalitu izolované 
DNA zjistit elektroforeticky a pomocí přístroje Nanodrop (Thermo Scientific). 
 
4.2.16. Extrakce DNA pro aplikace PCR pomocí LiAc/SDS 
4.2.16.1. Provedení ve zkumavce (dle (Lõoke et al. 2011), upraveno) 
 
● Párátkem nabrat množství biomasy odpovídající špendlíkové hlavičce, 
resuspendovat do 100 μl roztoku LiAc/SDS a inkubovat 15 min při 70 °C. 
● Po skončení inkubace přidat 300 μl 96% EtOH, zamíchat pomocí vortexu 
a vysráženou DNA usadit centrifugací (16000 g, 3 min, pokojová teplota). 
Supernatant odstranit. 
● Pelet opláchnout 70% EtOH, znovu centrifugovat, supernatant důkladně 
odstranit, nechat vyschnout.  
● Usazenou DNA rozpustit ve 100 μl vody, opět centrifugovat a 1 μl supernatantu 
použít jako templát pro PCR. 
 
1x LiAc/SDS: 200 mM octan lithný 






4.2.16.2. Provedení v destičce 
 
● Do jamek destičky rozplnit 60 μl vody. Pomocí párátka přidat množství biomasy 
odpovídající polovině špendlíkové hlavičky a přidat 60 μl 2x koncentrovaného 
roztoku LiAc/SDS.  
● Inkubovat 15 min při 70 °C. 
● Přidat 120 μl izopropanolu a centrifugovat (2250 g, 5 min, pokojová teplota). 
● Supernatant odstranit a sediment nechat sušit 5 min při 37 °C v termostatu. 
● Vysráženou a vysušenou DNA rozpustit do 100 - 200 μl vody, 1 μl použít jako 
templát pro PCR.  
 
4.2.17. Izolace celkové RNA z kvasinek 
4.2.17.1. Pomocí MasterPureTM Yeast RNA Purification Kit 
(Epicentre) 
 
Je potřeba dodržovat zásady práce s RNA, veškerý plast sterilizovat 3x v autoklávu, vodu 
ošetřit pomocí DEPC (Sigma; 1 ml na 1 l vody, inkubovat přes noc, DEPC inaktivovat 
sterilizací v autoklávu).  
 
● Rozmrazit připravenou buněčnou biomasu skladovanou při -80 °C nebo připravit 
čerstvou. Optimální množství na izolaci odpovídá 1 ml buněk ve střední 
logaritmické fázi růstu. 
● Na každý vzorek si připravit směs 300 μl Extraction Reagent for RNA a 1 μl 
Proteinase K (50 μg/μl), tuto směs přidat ke vzorkům a důkladně resuspendovat. 
● Inkubovat 15 min při 70 °C, každých 5 min zamíchat vortexováním. 
● Po skončení inkubace vzorky přenést na led a inkubovat 5 min. Poté přidat 175 μl 
MPC Protein Precipitation Reagent a intenzivně zamíchat vortexováním (aspoň 
10 s). 
● Vzorky centrifugovat (20 000 g, 10 min, 4 °C). 
● Supernatant převést do čisté mikrozkumavky a přidat 500 μl izopropanolu. 
Zamíchat překlápěním zkumavky (30 - 40x). 
● Vysráženou RNA usadit centrifugací (viz výše), izopropanol důkladně odstranit.  
● Pro odstranění kontaminující DNA pelet rozpustit v roztoku sestávajícím ze 175 
μl deionizované vody zbavené RNáz, 20 μl 10x DNase Buffer a 5 μl RNase-Free 
DNase I (1 U/μl). 
● Inkubovat 30 min při 37 °C. 
● Po skončení inkubace ke vzorkům přidat 200 μl 2x T and C Lysis Solution 
a důkladně promíchat vortexováním (5 s). 
● Přidat 200 μl MPC Protein Precipitation Reagent a opět důkladně promíchat 
vortexováním (10 s), poté inkubovat 5 min na ledu.  




● K supernatantu přidat 500 μl izopropanolu, promíchat překlápěním zkumavky (30 
- 40x). 
● Pomocí centrifugace (viz výše) usadit vysráženou RNA, supernatant důkladně 
odsát. 
● Pelet 2x opláchnout 70% EtOH, EtOH důkladně odstranit a pelet nechat 
vyschnout.  
● Pelet resuspendovat do 35 μl deionizované vody zbavené RNáz a ke každému 
vzorku přidat 1 μl RiboGuardTM RNase Inhibitor.  
● Kvalitu a množství vyizolované RNA zjistit pomocí přístroje Nanodrop (Thermo 
Scientific). 
● Skladovat při -80 °C. 
 
4.2.17.2. Izolace RNA na sekvenační analýzu 
 
Je potřeba dodržovat zásady práce s RNA, veškerý plast sterilizovat 3x v autoklávu, vodu 
ošetřit pomocí DEPC (Sigma; 1 ml na 1 l vody, inkubovat přes noc, DEPC inaktivovat 
sterilizací v autoklávu).  
 
● Večer zaočkovat 5 ml média příslušným kvasinkovým kmenem. Inkubovat na 
třepačce při 30 °C a 180 rpm přes noc. 
● Ráno kulturu přeočkovat do 10 ml média na OD ~ 0,3 a inkubovat na třepačce 
(30 °C, 180 rpm) do dosažení OD ~ 0,8 - 1,5. 
● Kulturu přenést do centrifugační zkumavky, buňky usadit centrifugací (1000 g, 
3 min, pokojová teplota) a supernatant odstranit. Buňky resuspendovat v 1 ml 
sterilní vody a převést do mikrozkumavky se šroubovacím víčkem.  
● Zkumavky s buněčnou suspenzí centrifugovat (30 s, 16 000 g, pokojová teplota) 
a supernatant důkladně odstranit. Buněčný pelet zamrazit v tekutém dusíku 
a skladovat při -75 °C. 
● Před izolací buněčný pelet rozmrazit a poté přenést na led. Všechny další kroky 
také provádět na ledu. Přidat 400 μl extrakčního pufru, 400 μl skleněných kuliček 
a 400 μl směsi kyselého fenolu (Sigma, P-4682):chloroformu:isoamylalkoholu 
25:24:1. 
● Buňky rozbít pomocí přístroje FastPrep®-24 (MP) při rychlosti 6, 3 x 25 s. Mezi 
jednotlivými cykly vzorky chladit na ledu.  
● Centrifugovat 20 000 g, 10 min, 4 °C a horní fázi přepipetovat do nové 
mikrozkumavky.  
● Přidat 30 μl 40% octanu draselného (pH 5,5) a 400 μl směsi 
fenol:chloroform:isoamylalkohol 25:24:1. Důkladně promíchat pomocí vortexu 
a znovu centrifugovat. Horní fázi přemístit do čisté mikrozkumavky. Pokud ve 
vzorcích byla stále patrná mezifáze, extrakci opakovat. 
● Přidat 1 ml 96% EtOH, zamíchat překlápěním zkumavky, umístit do -20 °C 
a RNA nechat srážet alespoň 1 hodinu.  




● Sediment opláchnout 500 μl 70% ethanolem, krátce centrifugovat a supernatant 
odstranit.  
● Usušený pelet rozpustit do 100 μl vody a změřit její koncentraci pomocí přístroje 
Nanodrop (Thermo Scientific).     
● Odebrat takové množství, které odpovídá 150 μg RNA a přidat vodu do celkového 
objemu 175 μl. 
● Dále přidat 20 μl 10x DNase Buffer a 5 μl RNase-Free DNase I (1 U/μl) z kitu 
MasterPureTM Yeast RNA Purification Kit od firmy Epicentre Biotechnologies. 
● DNázování a následnou purifikaci RNA provést podle protokolu kitu (viz výše, 
začít krokem inkubace ve 37 °C po dobu 30 min). 
● Po opláchnutí 70% EtOH k peletu připipetovat 1 ml 70% ethanolem, vzorky takto 
skladovat při -20 °C a následně odeslat na sekvenační analýzu. 
 
4.2.18. Reverzní transkripce 
 
Je potřeba dodržovat zásady práce s RNA, veškerý plast sterilizovat 3x v autoklávu, vodu 
ošetřit pomocí DEPC (Sigma; 1 ml na 1 l vody, inkubovat přes noc, DEPC inaktivovat 
sterilizací v autoklávu). 
 
● Ve zkumavce smíchat 2 μg celkové RNA, 1 μl primeru - náhodných 
hexanukleotidů (ve výsledku 0,02 μM) a doplnit vodou zbavenou RNáz na 
celkový objem 12,5 μl. 
● Směs inkubovat 5 min při 65 °C. 
● Po skončení inkubace nechat vychladnout na ledu a přidat 4 μl 5x Reakčního 
pufru pro RT (Thermo Scientific), 2 μl dNTP (koncentrace zásobního roztoku 
10mM každého nukleotidu, Thermo Scientific), 0,5 μl RiboLockTM RNase 
Inhibitor (zásobní roztok 40 u/μl, Thermo Scientific) a 1 μl RevertAidTM Reverse 
Transcriptase (200 u/μl, Thermo Scientific). 
● Směs důkladně promíchat a krátce usadit centrifugací. Inkubovat 5 min při 
pokojové teplotě. Následně přenést do bločku vyhřátého na 42 °C a inkubovat 60 
min. 
● Reakci zastavit zahřátím na 70 °C po dobu 10 min. Vzniklou cDNA krátkodobě 
skladovat při -20 °C, dlouhodobě při -75 °C. 
 
4.2.19. Izolace DNA polymeráz 
 
Podle (Desai & Pfaffle 1995). 
 
● Bakteriální kmeny E. coli s plazmidy exprimující DNA polymerázu Taq nebo 
Pfu-X7 ráno zaočkovat do 10 ml média LB s ampicilinem, respektive do 10 ml 
LB média s ampicilinem a chloramfenikolem (výsledná koncentrace 10 μg/ml 
kultury). Kultivovat na třepačce při 37 °C, 180 rpm.  
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● Večer tuto kulturu přidat k 90 ml příslušného média, přidat IPTG na finální 
koncentraci 0,5 mM a kultivovat přes noc. 
● Ráno kulturu přenést na led a nechat 10 minut chladit.   
● Kulturu přelít do 250ml centrifugačních zkumavek (Nalgene), buňky usadit 
centrifugací (4000 g, 15 min, 4 °C) a supernatant odstranit. 
● Buněčný pelet promýt 40 ml vychlazené sterilní deionizované vody, opět 
centrifugovat a supernatant odstranit.  
● Buňky resuspendovat do 3 ml roztoku I (na izolaci plazmidů, složení viz výše), 
suspenzi přenést do 50ml centrifugační zkumavky a přidat lysozym na výslednou 
koncentraci 4 mg/ml. Inkubovat 15 minut při 37 °C. 
● Pufr A předehřát na 75 °C, 3 ml přidat k buněčné suspenzi a inkubovat 60 min při 
75 °C za stálého míchání.  
● Po skončení inkubace nechat vychladnout a centrifugovat v úhlovém rotoru (14 
000 g, 10 min, 4 °C).  
● Supernatant přenést do čisté 50ml centrifugační zkumavky. Za stálého míchání 
přidat stejný objem (~ 6 ml) pufru B a následně ~ 6 ml pufru C. 
● Takto připravený roztok DNA polymerázy rovnou používat do PCR. Skladovat 
při -20 °C.  
● Účinnost izolovaného enzymu zjistit pomocí PCR s různým množstvím DNA 
polymerázy a následnou elektroforetickou analýzou produktů.  
 
Pufr A: 30 mM Tris-HCl, pH 8 
              1 mM EDTA 
              0,25% Tween-20 
              0,25% Igepal 
 
4x koncentrovaný základ pro pufry B a C: 200 mM Tris-HCl, pH 8 
                                                                         400 mM NaCl 
                                                                         0,4 mM EDTA 
                                                                         2 mM DTT 
                                                                         4% Triton-X100 
 
Pufr B: ¼ požadovaného objemu 4x základu pro pufry B a C 
              ¼ požadovaného objemu vody 
              ½ požadovaného objemu 100% glycerolu (výsledná koncentrace 50%) 
 
Pufr C: ¼ požadovaného objemu 4x základu pro pufry B a C 
              ¾ požadovaného objemu 100% glycerolu (výsledná koncentrace 75%) 
 
4.2.20. Amplifikace DNA pomocí PCR 
 





● V mikrozkumavce o objemu 0,2 - 0,5 ml smíchat reagencie v uvedeném pořadí. 
Celkový objem reakce je obvykle 10 - 100 μl:  
 





deionizovaná voda x - 
10 x polymerázový pufr 1/10 1x 
MgCl2 (25 mM, Thermo Scientific, 
polymeráza Taq) 
MgSO4 (25 mM, polymeráza Pfu-X7) 
1/10 1,5 - 2,5 mM dle 
požadavku 
aplikace 
dNTP (každý 2,5 mM, Thermo 
Scientific) 
1/10 250 μM 
primer 1 (10 μM) 1/10 1 μM 
primer 2 (10 μM) 1/10 1 μM 
templátová DNA ~ 100 ng - 
 
● K reakční směsi přidat DNA polymerázu (typicky 1/200 - 1/10 objemu reakce, 
podle zjištěné účinnosti nebo podle doporučení výrobce). 
● Inkubovat v cykléru pro PCR (Peltier PTC-200, MJ Research, nebo TAdvanced, 
Biometra) podle příslušného programu. 
● Produkty PCR analyzovat pomocí gelové elektroforézy. 
 
10x pufr pro polymerázu Taq: 750 mM Tris-HCl, pH 8,8 
                                                     200 mM (NH4)2SO4 
                                                     0,1% Tween-20 
                                                     20 mM MgCl2 
 
10x pufr pro polymerázu Pfu-X7: 200 mM Tris-HCl pH 8,8    
                                                100 mM KCl                        
                                                      100 mM (NH4)2SO4                
                                                          1 % Triton X-100                 





4.2.21. Elektroforetická analýza DNA v agarózovém gelu 
4.2.21.1. TAE gely 
 
● K 1x koncentrovanému pufru TAE o objemu odpovídajícímu polovině 
požadovaného objemu gelu přidat příslušné množství agarózy (SeaKem® LE 
Agarose, Lonza). Množství se řídí podle požadované výsledné koncentrace gelu, 
která se pohybuje v rozmezí 0,8 - 2,5% v závislosti na délce dělených fragmentů 
DNA. Suspenzi zvážit. 
● Suspenzi vařit v mikrovlnné troubě, dokud se agaróza nerozpustí. Destilovanou 
vodou doplnit na původní hmotnost.  
● Přidat druhou polovinu objemu 1x koncentrovaného pufru TAE, zamíchat a ihned 
nalévat do aparatury pro přípravu gelů.  
● Do jamek nanášet vzorky smíchané se vzorkovým pufrem a také 3 - 10 μl 
standardu velikosti fragmentů. 
● Vzorky dělit při napětí 4 - 5 V/cm vzdálenosti mezi elektrodami v 1x 
koncentrovaném pufru TAE. 
● Gel barvit ponořením do roztoku ethidium bromidu (0,5 μg/ml) po dobu 15 - 20 
min, poté opláchnout v destilované vodě a rozdělené fragmenty DNA vizualizovat 
pomocí UV záření. Fotografovat pomocí fotoaparátu Panasonic DMC-FZ7 
s červeným/UV filtrem v procházejícím UV záření. Exponovat 1 - 8 s. 
 
50x pufr TAE: 2 M Tris 
                          1 M kyselina octová 
                          100 mM EDTA 
                          pH upravit na 8,5 kyselinou octovou 
 
6x vzorkový pufr: 10 mM Tris-HCl, pH 7,6 
                                60% glycerol 
                                60 mM EDTA 
                                0,15% Orange G 
                                0,03% Xylene cyanol FF 
 
4.2.21.2. SB gely 
 
● K 1x koncentrovanému pufru SB o objemu odpovídajícímu polovině 
požadovaného objemu gelu přidat příslušné množství agarózy (SeaKem® LE 
Agarose, Lonza). Množství se řídí podle požadované výsledné koncentrace gelu, 
která se pohybuje v rozmezí 0,8 - 2,5% v závislosti na délce dělených fragmentů 
DNA. Suspenzi zvážit. 
● Suspenzi vařit v mikrovlnné troubě, dokud se agaróza nerozpustí. Destilovanou 
vodou doplnit na původní hmotnost.  
● Přidat druhou polovinu objemu 1x koncentrovaného pufru SB, zamíchat a ihned 
nalévat do aparatury pro přípravu gelů.  
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● Do jamek nanášet vzorky smíchané se vzorkovým pufrem (složení viz TAE gely) 
a dále 3 - 10 μl standardu velikosti fragmentů. 
● Vzorky dělit při napětí 11 - 12 V/cm vzdálenosti mezi elektrodami v 1x 
koncentrovaném pufru SB. 
● Gel barvit ponořením na 15 - 20 min do roztoku ethidium bromidu (0,5 μg/ml), 
poté opláchnout v destilované vodě a rozdělené fragmenty DNA vizualizovat 
pomocí UV záření. Fotografovat pomocí fotoaparátu Panasonic DMC-FZ7 
s červeným/UV filtrem v procházejícím UV záření. Exponovat 1 - 8 s. 
 
20x pufr SB: 200 mM NaOH 
                       takové množství kyseliny borité, aby pH bylo 8,5 
 
4.2.22. Přečištění DNA pomocí NucleoSpin® Extract II 
(Macherey-Nagel) 
4.2.22.1. Extrakce DNA z agarózového gelu a její přečištění 
 
● Vyříznout fragment agarózového gelu s požadovanou DNA, přenést ho do 
předem zvážené 2ml mikrozkumavky, mikrozkumavku znovu zvážit a odečíst 
hmotnost fragmentu.  
● Na 100 mg agarózového fragmentu přidat 200 μl pufru NTI. Zkumavky inkubovat 
5 - 10 min při 50 °C a stálém míchání v třepacím bločku (Thermomixer Comfort, 
Eppendorf, 1000 rpm), dokud se gel kompletně nerozpustí.  
● Kolonku s křemičitou membránou umístit do sběrné zkumavky, na kolonku 
nanést vzorek (~ 700 μl) a centrifugovat (30 s, 11 000 g, pokojová teplota). 
Sběrnou zkumavku vyprázdnit. Pokud ještě zbývá nějaký vzorek, postup 
opakovat.  
● DNA navázanou na membráně na kolonce opláchnout 700 μl pufru NT3, 
centrifugovat, sběrnou zkumavku vyprázdnit. Promytí pufrem NT3 lze ještě 
jednou zopakovat.  
● Vysušit membránu centrifugací (1 min, 11 000 g, pokojová teplota).  
● Kolonku umístit do čisté 1,5ml mikrozkumavky, přidat 15 - 30 μl pufru NE, 
inkubovat 1 min při pokojové teplotě a centrifugovat (1 min, 11 000 g, pokojová 
teplota). Pro zvýšení výtěžku lze eluční krok ještě jednou zopakovat.  
 
4.2.22.2. Přečištění DNA v roztoku  
 
● Pokud je celkový objem roztoku DNA menší než 30 μl, přidat vodu na celkový 
objem 50 - 100 μl. Na jeden objem vzorku přidat 2 objemy pufru NTI. 
● Kolonku s křemičitou membránou umístit do sběrné zkumavky, na kolonku 
nanést vzorek (~ 700 μl) a centrifugovat (30 s, 11 000 g, pokojová teplota). 




● DNA navázanou na membráně na kolonce opláchnout 700 μl pufru NT3, 
centrifugovat, sběrnou zkumavku vyprázdnit. Promytí pufrem NT3 lze ještě 
jednou zopakovat.  
● Vysušit membránu centrifugací (1 min, 11 000 g, pokojová teplota).  
● Kolonku umístit do čisté 1,5ml mikrozkumavky, přidat 15 - 30 μl pufru NE, 
inkubovat 1 min při pokojové teplotě a centrifugovat (1 min, 11 000 g, pokojová 
teplota). Pro zvýšení výtěžku lze eluční krok ještě jednou zopakovat.  
 
4.2.23. Štěpení DNA restrikčními endonukleázami 
 
● Do mikrozkumavky napipetovat 2 μl příslušného 10x koncentrovaného 
restrikčního pufru, roztok DNA a sterilní deionizovanou vodou doplnit do objemu 
20 μl. 
● Přidat 1 - 10 U restrikčního enzymu, zamíchat pipetou a případné kapky na 
stěnách usadit centrifugací.  
● Inkubovat minimálně 1 hodinu při optimální teplotě pro daný enzym (nejčastěji 
při 37 °C). 
● Štěpení zastavit zahřátím (podle specifikace daného enzymu), zamražením 
do -20 °C nebo přidáním vzorkového pufru.  
● Množství a kvalitu naštěpené DNA ověřit pomocí elektroforézy v agarózovém 
gelu.  
 
4.2.24. Kvantitativní PCR (qPCR) 
 
Reakce je vhodné připravovat na ledu a v rukavicích, aby se zabránilo případným 
kontaminacím. 
 
● V 1,5ml zkumavce připravit směs sestávající z komerční směsi na qPCR 
a primerů. V průběhu experimentování byly postupně používány dvě komerční 
směsi.  
 
Směs na jednu reakci obsahuje: 
5 μl MESA GREEN qPCR MasterMix Plus for SYBR® Assay NO ROX 
0,3 μl primeru 1 (zásobní koncentrace 10 μM) 
0,3 μl primeru 2 (zásobní koncentrace 10 μM) 




2 μl 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Supermix 
0,3 μl primeru 1 (zásobní koncentrace 10 μM) 
0,3 μl primeru 2 (zásobní koncentrace 10 μM) 
5,9 μl sterilní deionizované vody 
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● Směs pomocí dávkovače Eppendorf Xplorer® rozpipetovat po 8,5 μl do jamek 
384-jamkové destičky. 
● Pomocí dávkovače Concept (Gilson) přidat ke směsi v jamkách 1,5 μl roztoku 
templátové DNA. Každý vzorek měřit v triplikátu. 
● Destičku zalepit fólií, reagencie promíchat pomocí vortexu a usadit centrifugací 
(1500 g, 1 min). 
● Destičku vložit do přístroje LightCycler® 480 Instrument II (Roche Applied 
Science) a vzorky inkubovat dle programu: 
 
 1. preinkubace: 95 °C, 5 min 
 2. amplifikace (40 cyklů): 95 °C, 15 s 
                                                       60 °C, 30 s 
                                                     72 °C, 20 s, na konci tohoto kroku odečíst fluorescenci 
 3. analýza táním: 95 °C, 5 min 
                                        50 °C, 1 min 
                                      zvyšovat teplotu o 1 °C za 1 min, průběžně odečítat fluorescenci 
 
● Primární analýzu dat provést s využitím LightCycler® 480 Software Version 
1.5.1 (Roche Applied Science). 
 
4.2.25. Chromatinová imunoprecipitace 
4.2.25.1. Kultivace buněk 
 
● Ráno buňky zaočkovat do 5 ml příslušného média, kultivovat přes den při 30 °C, 
180 rpm. 
● Večer kulturu přeočkovat do 50 ml příslušného média na OD ~ 0.002. Kultivovat 





● Do narostlých kultur přidat 1,35 ml formaldehydu (výsledná koncentrace 1%). 
Inkubovat 30 min při pokojové teplotě na orbitální třepačce.  
● Fixaci ukončit přídavkem 2,5 ml 2,5M glycinu (výsledná koncentrace 0,125 M), 
inkubovat 10 min na orbitální třepačce při pokojové teplotě. 
● Kulturu přelít do 50ml centrifugačních zkumavek a centrifugovat (1000 g, 3 min, 
pokojová teplota). Supernatant odstranit. 
● Pelet propláchnout resuspendováním ve 40 ml vody a znovu centrifugovat. 
Supernatant odstranit. 
● Pelet resuspendovat v 1 ml vody, převést do 2ml mikrozkumavek, znovu krátce 
centrifugovat (16 000 g, 30 s, pokojová teplota), supernatant odstranit a pelet 




4.2.25.3. Desintegrace buněk 
 
Od tohoto kroku je nutné vzorky maximálně chladit, nejlépe v ledové lázni.  
 
● Buněčný pelet nechat rozmrazit, přenést na led a připipetovat k němu 270 μl 
vychlazeného pufru LB s inhibitory proteáz (Protease Inhibitors Mix FY, Serva). 
Převést do zkumavky se šroubovacím víčkem, která obsahuje 800 - 900 mg 
skleněných kuliček mytých v kyselině.  
● Buňky desintegrovat pomocí přístroje FastPrep®-24 (MP). Třepat při rychlosti 
5,5, celkem 13 sekund. Opakovat 3x, mezi každým cyklem vzorky chladit 5 min 
v ledové lázni.  
● Rozžhavenou jehlou o průměru 0,45 mm propíchnout dno a víčko zkumavky se 
vzorky, umístit ji do 1,5ml mikrozkumavky a celý sendvič vložit do 50ml 
centrifugační zkumavky. 
● Centrifugovat (800 g, 2 min, 4 °C) a usazený materiál přepipetovat do čisté 1,5ml 
mikrozkumavky. Ke kuličkám přidat 100 μl pufru LB s inhibitory proteáz 
a centrifugaci opakovat. Usazenou frakci spojit s předchozí.  
● Buněčný lyzát centrifugovat (20 000 g, 10 min, 4 °C) a supernatant odstranit.  
● Pelet důkladně resuspendovat v 600 μl pufru LB s inhibitory proteáz a opět 
centrifugovat (20 000 g, 10 min, 4 °C), supernatant odstranit.  
● Pelet resuspendovat ve 270 μl pufru LB s inhibitory proteáz. Tímto je vzorek 




● Vzorky umístit do sonikačního přístroje (BioRuptor, Diagenode) se sonikační 
lázní vychlazenou na 2 °C. Sonikovat při nastavení “high” v režimu 15 s “on”, 
15 s “off”, celkem 15 cyklů.  
● Vzorek po sonikaci centrifugovat (24 000 g, 20 min, 4 °C). Supernatant odebrat 
do čisté 1,5ml mikrozkumavky.  
 
4.2.25.5. Blokace sefarózy s proteinem A 
 
● Do čisté mikrozkumavky napipetovat 15 - 20 μl (nebo pro vlastní 
imunoprecipitaci 40 - 50 μl) sefarózy s navázaným proteinem A (nProtein A 
SepharoseTM 4 Fast Flow, GE Healthcare). Resuspendovat v 500 μl pufru LB s 0,5 
mg/ml BSA a centrifugovat (5 500 g, 2 min, pokojová teplota), supernatant 
odstranit s využitím Omnican® 100 (B|Braun; “inzulínka”, průměr 0,3 mm). 
● Sefarózu s proteinem A resuspendovat v 500 μl pufru LB s 0,5 mg/ml BSA, 
inkubovat v třepacím bločku (Thermomixer Comfort, Eppendorf) při 1000 rpm 
po dobu 30 min při pokojové teplotě, poté centrifugovat (viz výše) a supernatant 
odstranit. 
● Sefarózu s proteinem A znovu resuspendovat v 500 μl pufru LB s 0,5 mg/ml BSA, 
inkubovat na třepačce (Thermomixer Comfort, Eppendorf) při 1000 rpm po dobu 
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30 min při pokojové teplotě, poté centrifugovat (viz výše) a supernatant odstranit. 
Tím je sefaróza s proteinem A připravena k dalšímu použití.  
  
4.2.25.6. Přečištění lyzátu 
 
V tomto kroku jde o odstranění těch složek lyzátu, které by se na sefarózu s proteinem A 
vázaly i za nepřítomnosti protilátky a vytvářely by tak nechtěné pozadí. 
 
● Lyzát po sonikaci (280 μl) přidat k zablokované sefaróze s proteinem A (původní 
objem 15 - 20 μl). 
● Inkubovat 1 hodinu v chladové místnosti za stálého míchání (na kolotoči). 
● Vzorky poté centrifugovat (5 500 g, 2 min, 4 °C) a supernatant odebrat do čisté 
1,5ml mikrozkumavky. Takto připravený vzorek lze skladovat při -75 °C několik 
dnů.  
 
4.2.25.7. Preinkubace s protilátkou a inkubace s protilátkou a 
sefarózou s proteinem A  
 
● Přečištěný lyzát rozmrazit a odebrat 10 μl jako “input”. Tento vzorek zatím 
skladovat při -20 °C. 
● Ze zbytku lyzátu odebrat 240 μl do čisté 1,5ml mikrozkumavky, přidat příslušné 
množství protilátky (10 μl HA.11, Covance nebo 10 μl Pol II Rpb3 1Y26(1Y27), 
Santa Cruz) a inkubovat 1 hodinu v chladové místnosti za stálého míchání (na 
kolotoči).  
● Lyzát s protilátkou přidat k zablokované sefaróze s proteinem A (původní objem 
40 - 50 μl) a inkubovat v chladové místnosti za stálého míchání (na kolotoči) 3 
hodiny.  
 
4.2.25.8. Promývání, “decrosslink”, izolace DNA 
 
● Po skončení inkubace vzorky centrifugovat (5 500 g, 2 min, 4 °C) a supernatant 
odstranit.  
● Sefarózovou matrici 6x promýt 700 μl vychlazeného pufru IP, centrifugovat vždy 
při 5 500 g, 2 min, 4 °C. 
● Po posledním proplachu odstranit supernatant a k sefarózové matrici s proteinem 
A a navázaným imunokomplexem přidat 100 μl 10% roztoku Chelexu (Chelex® 
100 Resin, Bio-Rad). 100 μl tohoto roztoku Chelexu přidat také k rozmraženým 
vzorkům “input”.  
● Vzorky zamíchat pomocí vortexu a inkubovat 10 min při 95 °C. 
● Vzorky nechat trochu vychladnout a přidat 1 μl proteázy K (20 mg/ml), inkubovat 
30 min při 55 °C za stálého míchání (1000 rpm, Thermomixer Comfort, 
Eppendorf). Proteázu K poté inaktivovat inkubací při 95 °C po dobu 10 min.  
● Vzorky poté centrifugovat (5 500 g, 2 min, pokojová teplota) a horních 80 μl 
supernatantu přepipetovat do čisté 1,5ml mikrozkumavky.  
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● Ke vzorkům s Chelexem přidat 60 μl sterilní deionizované vody, promíchat 10 s 
pomocí vortexu a opět centrifugovat. Horních 60 μl supernatantu spojit 
s předchozími 80 μl. 
● Koncentraci takto připravených vzorků změřit pomocí přístroje Nanodrop 
(Thermo Scientific), příslušně naředit a analyzovat pomocí qPCR. 
 
Pufr LB: 50 mM HEPES, pH 7,6 
                1 mM EDTA 
                150 mM NaCl 
                1% Triton X-100 
                0,1% deoxycholát sodný (Na-DOC) 
 
Pufr IP: 50 mM Tris-HCl, pH 7,5 
               1% Triton X-100 
               150 mM NaCl 
               5 mM EDTA 
               0,5% Nonidet NP-40 








5.1. Prp45 a sestřih pre-mRNA 
 
5.1.1. Buňky prp45(1-169) akumulují pre-mRNA 
 
Pro zjištění toho, jak mutace prp45(1-169) ovlivňuje sestřih pre-mRNA (a také 
pro zjištění změn v transkripci genů, které neobsahují intron), jsme zvolili 
celotranskriptomový přístup, metodu RNA-seq. Tato analýza byla dělána ve spolupráci 
s firmou BGI (Hong Kong). S celkovou RNA izolovanou z divokých buněk a z buněk 
prp45(1-169) kultivovaných při 30 °C ve dvou biologických replikátech firma provedla 
nabohacení frakce mRNA (“PolyA-enrichment”), přípravu sekvenačních knihoven 
a vlastní sekvenaci s využitím technologie Illumina. Výsledkem byly 100 nt dlouhé úseky 
(“ready”) sekvenované z obou konců fragmentů cDNA (“paired-end sequencing”). Pro 
každý kmen jsme získali > 20 milionů přečtených sekvencí. Kvalita sekvenačních 
“readů” byla ověřena pomocí fastQC 0.11.4 
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). “Ready” byly poté namapovány 
na genom S. cerevisiae r64 pomocí HISAT 2.0.3-beta (Kim et al. 2015). “Ready”, které 
nebyly namapovány na unikátní místo v genomu (MAPQ < 10), byly odstraněny pomocí 
SAMtools 1.3.1 (Li et al. 2009). Analýza diferenciální genové exprese byla provedena 
pomocí R (www.rproject.org/) a nástroje DESeq2 z balíku Bioconductor (Love et al. 
2014; Huber et al. 2015). Tato analýza (a identifikace “readů” obsahujících 5’ sestřihové 
místo a spojení exonů, viz dále) byla provedena dr. M. Převorovským. 
Intron-obsahující geny byly detekovány na základě “readů” mapujících do 5’ 
sestřihového místa, tedy takových, které obsahují první nukleotid intronu. Tyto “ready” 
byly identifikovány pomocí BEDTools 2.25.0 (Quinlan 2014). Ve dvou biologických 
pokusech jsme u divokých buněk detekovali 175 a 157 intron obsahujících genů. U buněk 
prp45(1-169) bylo takových genů identifikováno 232 respektive 228. V potaz byly vždy 
brány jen takové geny, kde byl počet daných “readů” větší nebo roven 5. Z výsledků 
vyplynulo, že u buněk prp45(1-169) dochází k nárůstu hladiny pre-mRNA (Obr. 9a). 
Medián čítal 7 - 8 násobné zvýšení hladiny oproti divokým buňkám. mRNA byla 
detekována na základě “readů” překrývajících spojení exonů (“ready” musejí obsahovat 
poslední nukleotid exonu X a první nukleotid exonu X+1; tyto “ready” byly odhaleny 
pomocí regtools 0.2.0 (https://regtools.readthedocs.io)). Opět byly brány v potaz jen 
geny, kde byl počet těchto “readů” větší nebo roven 5. Pokles hladin mRNA 
u mutovaných buněk byl velmi mírný, medián poklesu byl 0,7 - 0,8x (Obr. 9b). 
U vybraných intron obsahujících genů byl nárůst hladiny ověřen také pomocí 
kvantitativní PCR (qPCR) (Obr. 9c). Toto ověření bylo provedeno ve spolupráci s dr. O. 
Gahurou. Pro detekci pre-mRNA byly použity primery nasedající na rozhraní exon 1 -
intron a do intronu a pro detekci mRNA primery nasedající na spojení exonů a do exonu 
2. Asi tří- až osminásobný nárůst hladiny pre-mRNA u mutovaných buněk vůči divokým 
buňkám se potvrdil. Hladiny mRNA byly u některých genů srovnatelné mezi divokými 
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a mutovanými buňkami (Obr. 9d), zatímco u některých testovaných genů byla hladina 
mRNA u mutovaných buněk výrazně nižší, například u genů IMD4 a COF1. Tyto geny 
se od jiných odlišují jistými zvláštnostmi, které mohou (minimálně zčásti) pozorovaný 
pokles vysvětlit. Gen IMD4 ve svém intronu kóduje malý jadérkový gen snR54 a intron 
genu COF1 má neobvykle dlouhou vzdálenost mezi místem větvení a 3’ sestřihovým 
místem. Sestřih těchto genů může proto na Prp45 záviset více než sestřih jiných genů 
a fenotyp u mutovaných buněk může být tím pádem výraznější.   
 
                                                                      
Obr. 9 U buněk prp45(1-169) dochází k akumulaci pre-mRNA, zatímco hladiny mRNA jsou 
postiženy jen mírně. (a) a (b) Hladiny pre-mRNA respektive mRNA v buňkách prp45(1-169) ve srovnání 
s divokými buňkami získané transkriptomickou analýzou. Zobrazena jsou data ze dvou biologických 
pokusů (“Replicate 1” a “Replicate 2”). (c) a (d) Hladiny pre-mRNA respektive mRNA vybraných genů 
v buňkách prp45(1-169) ve srovnání s divokými buňkami. Data byla získána metodou qPCR a úsečky 
znázorňují směrodatné odchylky minimálně tří biologických pokusů. Převzato z (Hálová et al. 2017) 
 
5.1.2. Akumulace pre-mRNA u buněk prp45(1-169) není 
způsobena defektem v degradačních drahách 
 
Akumulace pre-mRNA může být způsobena defektem v sestřihu, nebo také 
ovlivněním drah, které RNA degradují. Abychom mohli rozlišit mezi těmito dvěma 
situacemi, rozhodli jsme se pomocí qPCR změřit hladiny pre-mRNA u kmenů s delecemi 
genů kódujících komponenty různých degradačních drah a u těchto mutant v kombinaci 
s mutací prp45(1-169) (Obr. 10). Pracovali jsme s kmeny s delecemi komponent dráhy 
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NMD UPF1 a UPF3, dále s deletantou SKI7, jejíž proteinový produkt spojuje degradační 
komplex Ski s exosomem, a s deletantou cytoplamatické 5’ - 3’ exonukleázy XRN1.  
Pro testování jsme využili čtyři geny: ECM33, COF1, RPL22A a jeho paraloga 
vzniklého při celogenomové duplikaci RPL22B. Výsledky ukázaly, že hladiny mRNA 
testovaných genů se od hladin v divokém kmeni lišily jen marginálně (Obr. 10a). Nejvíce 
se hladina mRNA změnila u kmenů xrn1Δ a xrn1Δ prp45(1-169), a to tak, že došlo 
k jejímu poklesu. Tento výsledek byl poněkud překvapivý. Nutno ale poznamenat, že tyto 
kmeny velmi špatně rostly, takže změřený pokles mRNA může být dán celkovou špatnou 
kondicí těchto buněk.  
Hladiny pre-mRNA (Obr. 10b) nebyly u genu ECM33 u jednoduchých deletant 
v genech pro degradační dráhy zvýšeny a akumulace pre-mRNA u dvojitých mutant byla 
v rozsahu mutanty prp45(1-169). Na rozdíl od genu ECM33 je degradace pre-mRNA 
genů COF1, RPL22A a RPL22B závislá na dráze NMD a v případě genů RPL22A 
a RPL22B i na cytoplazmatickém exosomu, protože u kmenů s delecemi genů UPF1, 
UPF3 a XRN1 (u RPL22A a RPL22B) došlo k akumulaci jejich pre-mRNA. Tento efekt 
už byl pozorován dříve (Sayani & Chanfreau 2012). Geny RPL22A a RPL22B jsou 
zvláštní tím, že u nich dochází k intergenové regulaci sestřihu (Gabunilas & Chanfreau 
2016; Abrhámová et al. 2018). Oba geny kódují ribosomální protein Rpl22. RPL22A 
kóduje majoritní formu Rpl22, zatímco RPL22B kóduje minoritní formu. V naší 
laboratoři a v laboratoři prof. Chanfreaua bylo ukázáno, že proteinový produkt Rpl22 se 
váže na intron obou paralogů a zabraňuje jejich sestřihu, přičemž gen RPL22B je na toto 
působení mnohem citlivější (Gabunilas & Chanfreau 2016; Abrhámová et al. 2018). Této 
okolnosti odpovídá i výsledek, že u kmenů s mutací prp45(1-169) je pre-mRNA genu 
RPL22A zvýšena asi 2,4x a pre-mRNA genu RPL22B pouze 1,3x. Tento gen se totiž ani 
v divokých buňkách prakticky nesestřihuje, takže akumulace pre-mRNA není u buněk 
prp45(1-169) oproti divokým buňkám výrazná. V případě genů RPL22A a COF1 byly 
hladiny pre-mRNA u dvojitých mutant upf1Δ prp45(1-169) a upf3Δ prp45(1-169) vyšší 
než u jednoduchých mutant zvlášť, v případě genu RPL22A tomu tak bylo i v kmeni 
xrn1Δ prp45(1-169). U těchto genů k sestřihu dochází, proto je nárůst akumulace 
pre-mRNA výsledkem jak nefungující degradace dané delecí výše zmíněných faktorů, 
tak defektem v sestřihu způsobeným mutací v PRP45. Naproti tomu byla hladina 
pre-mRNA genu RPL22B u výše zmíněných dvojitých mutant stejná jako u jednoduchých 
deletant genů pro degradační faktory, protože, jak už bylo poznamenáno výše, gen 
RPL22B se prakticky nestříhá a mutace v PRP45 tedy k akumulaci pre-mRNA 
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 Obr. 10 Akumulace pre-mRNA u buněk prp45(1-169) závisí na sestřihu a není způsobena 
defektem v degradačních drahách. Hladiny mRNA (a) a pre-mRNA (b) byly měřeny pomocí qPCR. 
Data byla normalizována na udržovací (“housekeeping”) gen TOM22. Úsečky znázorňují směrodatné 
odchylky minimálně tří biologických měření.  
 
Pozorované výsledky podporují teorii, že akumulace pre-mRNA je způsobena 
chybou v sestřihu spíše než defektem v degradačních drahách. K podobnému závěru 
dospěl i pokus provedený v naší laboratoři dr. O. Gahurou. V tomto pokusu byla pomocí 
qPCR měřena hladina mRNA a pre-mRNA tzv. meiotických genů, které jsou 
sestřihovány pouze v meióze, kdy je exprimován gen MER1 (Spingola & Ares 2000). Ve 
vegetativních buňkách lze sestřih těchto genů navodit ektopickou expresí Mer1 
z plazmidu. V nepřítomnosti exprese Mer1 byla hladina pre-mRNA meiotických genů 
u divokých buněk i u mutant prp45(1-169) stejná. V přítomnosti Mer1 došlo k poklesu 
pre-mRNA jen u divokých buněk, zatímco hladina u mutant byla stále zvýšená (Hálová 
et al. 2017).  
Výsledky získané metodou RNA-seq také neukázaly výrazné změny v expresi 
genů, které kódují podjednotky degradačních komplexů jako jsou Ski, TRAMP 
a exosom, komponenty drah NMD a “No-go Decay” a některé další proteiny důležité pro 
degradaci RNA (Tab. 1). Z 32 testovaných genů byla nejvíce snížena exprese genu RNT1, 
který kóduje jadernou RNázu cílící na dvojřetězcovou RNA. Jeho hladina klesla na 73 % 
hladiny divokých buněk. Další v pořadí, u kterých byla hladina jejich transkriptů snížena 
na 77 %, byly gen kódující komponentu dráhy “No-go decay” DOM34 a gen kódující 
komponentu komplexu TRAMP AIR1. Z 32 testovaných genů intron obsahuje jen UPF2, 
který kóduje podjednotku dráhy NMD. Hladina jeho mRNA (měřená pomocí “readů” 





Tab. 1 Relativní změna exprese genů kódujících komponenty degradačních drah u buněk 






Relativní změna exprese (log2) 
prp45(1-169) vs wt 
p-value 
YMR239C RNT1 -0.453721697 0.015983 
YNL001W DOM34 -0.37867783 0.075044 
YIL079C AIR1 -0.368089579 0.049045 
YJL050W MTR4 -0.360040602 0.008184 
YOR001W RRP6 -0.286861353 0.069989 
YNL299W TRF5 -0.282348739 0.221065 
YNR024W MPP6 -0.22669588 0.555642 
YHR077C NMD2 -0.22324312 0.228517 
YDR280W RRP45 -0.219596192 0.303393 
YHR069C RRP4 -0.198564444 0.393192 
YHR081W LRP1 -0.183329689 0.569616 
YGR195W SKI6 -0.178511926 0.497451 
YGR158C MTR3 -0.168051879 0.518436 
YGL246C RAI1 -0.165734848 0.562828 
YGR072W UPF3 -0.160342303 0.690125 
YCR035C RRP43 -0.13835739 0.642347 
YOL021C DIS3 -0.121635539 0.629969 
YOL115W PAP2 -0.109835505 0.751976 
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YOL142W RRP40 -0.092049075 0.826108 
YOR048C RAT1 -0.091930537 0.754822 
YNL232W CSL4 -0.075077272 0.876616 
YGR095C RRP46 -0.064037992 0.891019 
YLR398C SKI2 -0.060017516 0.886727 
YPR189W SKI3 -0.050464155 0.906154 
YMR080C NAM7 -0.031691282 0.942598 
YGR271W SLH1 -0.018134126 0.975026 
YDL111C RRP42 -0.017835161 0.972172 
YOR076C SKI7 -0.015460083 0.983662 
YGL213C SKI8 -0.004965706 0.996909 
YDL175C AIR2 0.104627652 0.844245 
YGL173C XRN1 0.143927662 0.527609 
YKR084C HBS1 0.154277556 0.51542 
 
5.1.3. Snížená efektivita sestřihu u buněk prp45(1-169) není 
závislá na kánonicitě 5’ sestřihového místa nebo 
místa větvení 
 
Abychom mohli lépe kvantifikovat, jak mutace prp45(1-169) ovlivňuje sestřih, 
rozhodli jsme se pro každý gen spočítat efektivitu sestřihu a porovnat její hodnotu 
u divokých a mutovaných buněk. Hodnotu efektivity sestřihu jsme počítali tak, že jsme 
počet “readů” pokrývajících spojení exonů vydělili počtem “readů” pokrývajících první 
(pro výpočet efektivity sestřihu z dat pro 5’ sestřihové místo) nebo poslední (pro výpočet 
efektivity sestřihu z dat pro 3’ sestřihové místo) nukleotid intronu. Podrobně zpracovaný 
návod na analýzu primárních dat zahrnujících kontrolu kvality dat, mapování “readů” na 
genom, identifikaci sestřihových míst a výpočet množství “readů” pokrývajících spojení 
exon-exon, zjištění počtu “readů” pokrývajících 5’ a 3’ sestřihová místa a konečný 
výpočet efektivity sestřihu jsme publikovali v článku (Převorovský et al. 2016), na kterém 
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jsem se podílela jako spoluautor. Výsledky potvrdily (Obr. 11), že efektivita sestřihu je 
u buněk prp45(1-169) oproti divokým buňkám snížena.  
 
                           
 
Obr. 11 Efektivita sestřihu je u buněk prp45(1-169) snížena. Vlevo a vpravo jsou zobrazeny 
výsledky pro první respektive druhý biologický pokus. Zobrazeny jsou hodnoty efektivit sestřihu jak pro 
geny, kde byl počet “readů” pro daný typ RNA nižší než 5 (prázdná kolečka), tak i pro geny s počtem 
“readů” jednotlivých typů RNA vyšší než 5 (plná kolečka). Převzato z (Hálová et al. 2017). 
 
 V naší laboratoři byla v předchozích letech metodou “primer extension” testována 
efektivita sestřihu rekombinantních reportérových konstruktů (Gahura et al. 2009; 
Konarska et al. 2006). Metoda “primer extension” je vlastně reverzní transkripce, která 
probíhá z radioaktivně značeného primeru nasedajícího do oblasti exonu 2, která je 
společná všem rekombinantním reportérovým konstruktům. Po proběhnutí reakce se pak 
pomocí polyakrylamidového gelu oddělí jednotlivé produkty cDNA, u kterých lze podle 
velikosti odečíst, zda pocházejí z mRNA (obvykle nejkratší produkt), pre-mRNA 
(obvykle nejdelší produkt) nebo ze struktury lariát-exon 2. Reverzní transkriptáza totiž 
není schopna překonat místo větvení, vzniká proto produkt s rozdílnou velikostí oproti 
mRNA a pre-mRNA (pro pokus je však nutné použít buňky s delecí genu DBR1, který 
kóduje enzym rozvíjející strukturu lariátu při degradaci vyštěpeného intronu). 
Densitometrická analýza signálu poté umožňuje výpočet efektivity zvlášť prvního 
a druhého kroku sestřihu (Liu et al. 2007; Konarska et al. 2006). Reportérové konstrukty 
obsahují mutace v 5’ sestřihovém místě, v místě větvení nebo v 3’ sestřihovém místě, 
které způsobují, že se pro sestřih daného konstruktu stává rychlostně limitující první nebo 
druhý sestřihový krok. Další mutace, například v sestřihovém faktoru, se pak projeví 
výrazněji než u konstruktu bez mutací v sestřihových místech, což umožní přesněji 
rozlišit, zda se zkoumaný sestřihový faktor podílí na regulaci spíše prvního nebo druhého 
kroku sestřihu.  
Výsledky ukázaly, že mutace v oblasti místa větvení u reportérového konstruktu 
zhoršovaly u buněk prp45(1-169) první krok sestřihu, zatímco mutace v oblasti 5’ nebo 
3’ sestřihového místa vedly ke zhoršení druhého sestřihového kroku (mutace v 5’ 
sestřihovém místě GUcUGU vytváří o jednu Watson-Crikeovu interakci navíc, což vede 
k hyperstabilizaci konformace prvního sestřihového kroku, což ovlivňuje průběh druhé 
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sestřihové reakce (Gahura et al. 2009; Konarska et al. 2006)). Rozhodli jsme se proto 
otestovat, zda se zhoršená efektivita sestřihu u buněk prp45(1-169) neprojevuje zejména 
u genů s nekánonickými sestřihovými místy. Nejprve jsme se zaměřili na 5’ sestřihové 
místo (Obr. 12a). Geny s introny, které jsme identifikovali v rámci analýzy RNA-seq, 
jsme rozdělili do osmi skupin podle typu 5’ sestřihového místa. Nejvíce genů obsahovala 
podle předpokladu skupina s kánonickým 5’ sestřihovým místem. Dalších sedm skupin 
obsahujících od jednoho do šestnácti genů se lišilo různými (ale přirozenými) změnami 
v sekvenci 5’ sestřihového místa. Porovnání relativní efektivity sestřihu genů mezi 
skupinami ukázalo, že se relativní efektivita sestřihu u genů s nekánonickým 5’ 
sestřihovým místem nelišila od relativní efektivity sestřihu genů s kánonickým 5’ 
sestřihovým místem. Dále jsme se zaměřili na místo větvení (Obr. 12b). Různých typů 
míst větvení včetně kánonického jsme mezi testovanými geny identifikovali deset. 
Porovnání relativní efektivity sestřihu opět neodhalilo rozdíl mezi geny s kánonickým 
místem větvení oproti těm s nekánonickým místem větvení. Kromě kánonicity 5’ 
sestřihového místa a místa větvení jsme dále testovali, zda zhoršená efektivita sestřihu 
u buněk prp45(1-169) nezávisí na celkové délce intronu nebo na vzdálenosti mezi místem 
větvení (Obr. 12c) a 3’ sestřihovým místem (Obr. 12d). Výsledky opět ukázaly, že zde 
taková závislost není. 
 
a)                                                                  b) 
 
c)                                                             d) 
     
 
Obr. 12 Zhoršená efektivita sestřihu u buněk prp45(1-169) nesouvisí s kánonicitou 5’ 
sestřihového místa nebo místa větvení, s délkou intronu ani se vzdáleností mezi místem větvení a 3’ 
sestřihovým místem. Geny byly rozděleny do skupin podle typu 5’ sestřihového místa (a) nebo místa 
větvení (b) a byla spočítána jejich relativní efektivita sestřihu. Skupina s kánonickými místy je v grafech 
umístěna vždy úplně nahoře. Zobrazená data byla spočítána na základě výsledků získaných z prvního 
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biologického pokusu RNA-seq a jsou srovnatelná s výsledky z druhého biologického pokusu. Grafy (c) 
a (d) zobrazují závislost relativní efektivity sestřihu na celkové délce intronu respektive na vzdálenosti 
mezi místem větvení a 3’ sestřihovým místem. Zobrazena jsou data pro oba biologické pokusy (červené 
čtverečky a modré kosodélníky). Relativní efektivita sestřihu byla počítána jako (počet “readů” přes 
rozhraní exon-exon u mutant / počet “readů” přes 5’ sestřihové místo u mutant) / (počet “readů” přes 
rozhraní exon-exon u divokých buněk / počet “readů” přes 5’ sestřihové místo u divokých buněk). Převzato 
z (Hálová et al. 2017) a nepublikovaná data. 
 
5.1.4. Mutace prp45(1-169) způsobuje defekty 
v kotranskripčním sestavování spliceosomu 
 
Zvýšená akumulace pre-mRNA u buněk prp45(1-169) detekovaná pomocí 
“readů” nebo primerů překrývajících 5’ sestřihové místo znamená, že tato mutace 
ovlivňuje sestřihovou reakci ještě před proběhnutím prvního kroku sestřihu, než v tomto 
místě dojde k rozrušení vazby mezi exonem 1 a intronem. Abychom zjistili, který krok 
při formování spliceosomu mutace v Prp45 ovlivňuje, přistoupili jsme k testování 
vyvazování jednotlivých spliceosomálních komponent k sestřihovaným genům metodou 
chromatinové imunoprecipitace (ChIP). ChIP je metoda, pomocí které lze zjistit, zda se 
konkrétní protein (definovaný protilátkou proti danému proteinu popřípadě proti značce 
(“tag”) na daném proteinu) váže na konkrétní lokus DNA (definovaný primerem). Princip 
metody spočívá v tom, že se nejprve pomocí formaldehydu kovalentně, ale reverzibilně, 
prováže DNA s proteiny v její blízkosti (“crosslink”). Následuje desintegrace buněk, 
izolace chromatinu a jeho fragmentace sonikací na kratší úseky (v našem případě cca 500 
bp). Pomocí protilátky je poté imunoprecipitován protein zájmu v komplexu s DNA, na 
kterou je navázán. Po rozrušení kovalentních vazeb mezi proteinem a DNA je DNA 
izolována a přítomnost konkrétního úseku zájmu je stanovována pomocí PCR nebo 
qPCR.  
Vazba sestřihových faktorů, kterou jsme se rozhodli studovat my, probíhá na 
RNA, nikoli na DNA. Avšak vzhledem k tomu, že sestřih (nejen) u S. cerevisiae probíhá 
kotranskripčně a sestřihové faktory se na příslušná místa vážou, jakmile opustí výstupní 
kanál RNA Pol II, jsou tyto faktory v době vazby na RNA dostatečně blízko DNA, takže 
s ní mohou být působením formaldehydu provázány a jsou tedy metodou ChIP 
zachytitelné. Sledování profilu vazby podél testovaných genů s využitím několika párů 
primerů může být navíc interpretováno jako časová osa, na základě které lze určit pořadí 
vyvazování a odvazování jednotlivých sestřihových komponent během formování 
katalyticky aktivního spliceosomu (Kotovic et al. 2003; Görnemann et al. 2005). 
Pro analýzu metodou ChIP jsme využili kmeny, ve kterých byly vybrané 
sestřihové faktory označeny značkou HA. Do těchto kmenů jsme homologní rekombinací 
nebo metodou Delitto Perfetto (Storici & Resnick 2006) zavedli mutaci prp45(1-169). 
Vyvazování sestřihových faktorů jsme sledovali na dvou intron-obsahujících genech, 
ECM33 a ACT1 (Obr. 13a, j). Oba tyto geny jsou vysoce exprimované a vyznačují se 
dlouhým exonem 2, který umožňuje detekci vyvazování i takových sestřihových 
komponent, které se váží v pozdějších fázích sestavování spliceosomu. Jako negativní 
kontrola sloužil lokus telomery na pravém raménku chromozomu VI (TELVIR), kam se 
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sestřihové faktory nevážou. Nejprve jsme testovali vyvazování U1 snRNP 
reprezentovanou komponentou Prp42 (Obr. 13d, m). U divokých buněk byla nejvyšší 
hladina tohoto proteinu detekována v 5’ oblasti exonu 2 a tento nárůst byl následován 
prudkým poklesem, což už bylo publikováno dříve (Görnemann et al. 2005). Tento profil 
odpovídá tomu, že U1 snRNP je navazována jako jedna z prvních komponent při vzniku 
spliceosomu a během formování katalyticky aktivního spliceosomu (konkrétně ve fázi 
před vznikem komplexu Bact) je zase uvolněna. Profil vazby se však mezi divokými 
buňkami a buňkami s mutací prp45(1-169) nelišil. Dalšími testovanými faktory byly 
podjednotky komplexu “commitment” Msl5 a Mud2. V divokých buňkách byl profil 
jejich vyvazování prakticky stejný jako profil vyvazování U1 snRNP, což je v souladu 
s již publikovanými daty (Görnemann et al. 2005) (Obr. 13e, f, n, o). Co se týká rozdílu 
mezi divokými buňkami a buňkami s mutací prp45(1-169), tak zatímco se profil 
vyvazování Mud2 u mutant od divokých buněk prakticky nelišil, profil vyvazování 
proteinu Msl5 byl u mutant divokým buňkám podobný, ale s tendencí lehké akumulace 
ve střední části exonu 2. Dále byly testovány profily vazby U2 snRNP, U5 snRNP 
a komplexu NTC reprezentovanými faktory Msl1, Brr2 a Prp19 (Obr. 13g, h, i, p, q, r). 
U divokých buněk se jejich hladina od 5’ konce genů postupně zvyšovala, se strmějším 
vzestupem hladiny proteinu Msl1, až dosáhla maxima uprostřed exonu 2. Dále se jejich 
hladina buď mírně snížila, nebo zůstala na stejné úrovni. To je opět v souladu s již 
publikovanými daty (Görnemann et al. 2005). V profilu vyvazování těchto faktorů se 
projevily rozdíly mezi divokými buňkami a buňkami s mutací v PRP45. Akumulace Msl1 
(U2 snRNP) byla oproti divokým buňkám mírně zpožděna. Toto zpoždění se však 
přenášelo do dalších fází sestavování spliceosomu, kde způsobilo ještě vážnější defekt ve 
vyvazování Brr2 (U5 snRNP) a vyvazování Prp19 (NTC) už u mutantních buněk nebylo 
téměř detekovatelné (Obr. 13g, h, i, p, q, r). Kromě výše zmíněných sestřihových faktorů 
jsme měřili profil vyvazování i samotného Prp45 (Obr. 13b, k). Pro tento účel jsme 
využili kmeny se značkou HA jak na C-konci zkráceného proteinu Prp45(1-169), tak na 
C-konci proteinu plné délky. Nejvyšší hladina Prp45 byla pozorována uprostřed exonu 2. 
Vyvazování mutantního proteinu bylo velmi zhoršeno, stejně jako v případě vyvazování 
U5 snRNP a komplexu NTC. Abychom ověřili, zda pozorované zpoždění ve vyvazování 
některých sestřihových faktorů není dáno změnami v transkripci, metodou ChIP jsme 
měřili také množství RNA Pol II podél testovaných genů (Obr. 13c, l). Výsledky ukázaly, 
že množství RNA Pol II je u mutovaných buněk celkově mírně sníženo, ale jinak se profil 
mezi divokými a mutovanými buňkami neliší. Máme za to, že malá změna v množství 
RNA Pol II u mutovaných buněk není příčinou pozorovaného výrazného defektu 








Obr. 13 Mutace prp45(1-169) způsobuje defekty v sestavování spliceosomu. (a, j) Schéma 
genů ECM33 a ACT1. Vodorovnými čárkami jsou znázorněny amplikony použité při analýze ChIP-qPCR. 
(d) až (r) Profil vyvazování vybraných sestřihových faktorů značených na C-konci značkou HA. ChIP byl 
proveden pomocí protilátky anti-HA.11 (Covance). Signál byl normalizován na hodnotu naměřenou ve 
vzrocích “input” a vztažen na oblast telomery na pravém raménku chromosomu VI (TELVIR), kam se 
sestřihové faktory nevážou. Úsečky znázorňují směrodatnou odchylku nejméně čtyř biologických pokusů. 
(b, k) Profil vyvazování Prp45-HA a Prp45(1-169)-HA. Signál byl normalizován na hodnotu naměřenou 
ve vzorcích “input” a vztažen na hodnotu naměřenou v exonu 1 v kmeni Prp45-HA (lokus B u ECM33 
a lokus A u ACT1). Jako negativní kontrola sloužil vzorek bez přidané protilátky. (c) a (l) Profil vyvazování 
RNA Pol II. ChIP byl proveden pomocí protilátky anti-Rpb3 (Santa Cruz). Signál byl normalizován na 








 Výsledky mé disertační práce navazují na výsledky, které jsem získala v rámci 
své diplomové práce, nebo které byly získány v dřívějších letech jinými členy naší 
laboratoře. V této kapitole bych tyto výsledky, na které navazuji, ráda shrnula. 
 Poté, co byla v naší laboratoři připravena termosenzitivní alela prp45(1-169), 
snažili jsme se blíže charakterizovat fenotyp buněk nesoucích tuto alelu. Jedním z pokusů 
byla i analýza transkriptomu metodou “microarrays“ provedená dr. Kateřinou 
Abrhámovou. Výsledky odhalily změny v transkriptomu mutovaných buněk už při 
permisivní teplotě 30 °C, a to i u genů neobsahujících intron. Mezi geny, jejichž exprese 
byla u mutovaných buněk ovlivněna nejvíce, patřily geny kódující proteiny zajišťující 
příjem, zpracování a ukládání fosfátu, geny dráhy PHO (Abrhámová, 2010). Exprese 
těchto genů je indukovatelná přenosem do média, které neobsahuje fosfát. Výsledky 
získané metodou “microarrays“ byly dr. Abrhámovou pro tyto geny potvrzeny pomocí 
metody Northern blot (Abrhámová, 2010) a mnou v rámci mé diplomové práce pomocí 
qPCR (Hálová, 2011). Obě metody ukázaly, že indukce exprese těchto genů bez intronů 
je u buněk prp45(1-169) zpožděna (Obr. 14). Podobný efekt byl pozorován i v případě 
jiných genů neobsahujících intron, GAL1 a GAL10, které kódují proteiny metabolismu 
galaktózy (dr. A. Valentová, nepublikované výsledky).    
 
a)                                                           b)                                                          
       
 
 
Obr. 14 Indukce genů dráhy PHO je u buněk prp45(1-169) zpožděna. Tento fenotyp je 
zobrazen na příkladu genu dráhy PHO, PHO5. Buňky byly kultivovány v médiu s fosfátem, přeneseny do 
média bez fosfátu a ve vyznačených časech byla zjišťována hladina exprese genu PHO5. (a) Analýza 
metodou Northern blot provedená dr. Abrhámovou (převzato z Abrhámová, 2010). (b) Analýza metodou 
qPCR. Hladina PHO5 byla měřena před indukcí exprese a vždy po 30 minutách po přenosu do média bez 
fosfátu (-P). Kontrolní vzorek byl odebrán i z fosfátového média (+P). Exprese byla normalizována na 
expresi genu TOM22 a vztažena na hladinu v divokých buňkách ve vzorku před přenesením do média bez 




V literatuře byla popsána závislost indukce genů PHO a GAL na některých 
faktorech regulujících elongaci transkripce a modifikace chromatinu (Carvin & Kladde 
2004). Pro prvotní zjišťování souvislosti funkce Prp45 s transkripcí u S. cerevisiae jsme 
proto testovali genetické interakce mezi alelou prp45(1-169) a delečními alelami faktorů 
důležitých pro expresi genů PHO a GAL. To byl také jeden z cílů mé diplomové práce, 
na kterém jsem spolupracovala s dr. A. Valentovou. Zjistily jsme, že alela prp45(1-169) 
negativně geneticky interaguje například s delečními alelami genů, které kódují 
komponenty komplexů fosforylujících CTD RNA Pol II Bur1/Bur2, komponenty 
elongačního komplexu PAF, enzymy ubiquitinylující H2B na lysinu 123 
Rad6/Bre1/Lge1 a s deleční alelou genu kódujícího histonacetyltransferázu Gcn5 (viz 
Literární úvod). Při testování růstu na různých stresorech (např. hydroxymočovina, NaCl 
nebo 6-azauracil) dochází ke genetické interakci i s deleční alelou genu kódujícího 
histonmethyltransferázu Set1. Naopak pozitivní genetická interakce byla pozorována 
s delečními alelami genů UBP8 a SGF11, což jsou podjednotky komplexu SAGA, který 
zprostředkuje deubiquitinylaci lysinu 123 histonu H2B (Hálová, 2011, dr. A. Valentová, 
nepublikované výsledky) (Obr. 15). S řadou jiných delečních alel, jejichž proteinové 
produkty souvisejí s elongací transkripce nebo s modifikacemi chromatinu, však alela 




Obr. 15 prp45(1-169) geneticky interaguje s delečními alelami genů kódujících regulátory 
transkripce a modifikátory chromatinu. Kapkový test s ředicím faktorem 5 provedla dr. A. Valentová. 
 
 Následně jsem v rámci své diplomové práce testovala, jak delece vybraných 
klíčových elongačních regulátorů, konkrétně Bur2, Paf1, Rad6 a Set1, sama o sobě a nebo 
v kombinaci s mutací prp45(1-169) ovlivní indukci genů PHO. Měření jsem prováděla 
pouze v jednom časovém bodě po indukci exprese, což nám pro prvotní náhled stačilo. 
Výsledky experimentů ukázaly, že v 60. minutě po indukci exprese byla hladina PHO5 
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u buněk bur2Δ a paf1Δ stejná jako v neindukčních podmínkách a dvojitá mutace hladinu 
PHO5 v indukčních ani neindukčních podmínkách dále neovlivnila (Obr. 16a, b). 
Zajímavé bylo také pozorování, že u těchto deletant byl gen PHO5 dereprimován, tedy 
že jeho hladina byla oproti divokým buňkám v neindukčních podmínkách zvýšena. Tento 
efekt byl už v literatuře pro některé deletanty popsán (Carvin & Kladde 2004), u deletanty 
BUR2 to však bylo pozorováno poprvé.  
V případě buněk s delecí genu RAD6 byla hladina PHO5 v 60. minutě po indukci 
oproti divokým buňkám i oproti buňkám s mutací prp45(1-169) snížena a současná 
mutace prp45(1-169) tento defekt ještě více prohloubila (Obr. 16c). Výsledky jsme 
interpretovali tak, že zde dochází k syntetické negativní interakci mezi deleční alelou 
genu RAD6 a mutací prp45(1-169) na úrovni indukce genu PHO5.  
Co se týká buněk s delecí genu SET1, už v médiu se standardní koncentrací fosfátu 
byla pozorována zvýšená hladina transkriptu PHO5 u dvojité mutanty set1Δ 
prp45(1-169). Nepozorovali jsme však navýšení exprese PHO5 u jednoduché deletanty 
SET1, což jsme podle literatury očekávali (Carvin & Kladde 2004). V 60. minutě po 
indukci byla hladina PHO5 u buněk set1Δ stejná jako u buněk prp45(1-169) a zvýšená 
hladina PHO5 pozorovaná v neindukčních podmínkách u dvojité mutanty se projevila 
i po přenosu buněk do indukčních podmínek, jeho hladina byla srovnatelná s divokými 
buňkami. Tento výsledek by naznačoval, že zde existuje pozitivní genetická interakce 
mezi prp45(1-169) a set1Δ.  
 
a)                                                                  b) 
                
 
c)                                                                    d) 
                 
 
 Obr. 16 Na úrovni indukce genu PHO5 prp45(1-169) interaguje s deleční alelou RAD6 
negativně. Hladina transkriptu genu PHO5 byla pomocí qPCR měřena v médiu se standardní koncentrací 
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fosfátu a 60 minut po přenosu do indukčních podmínek. Data byla normalizována na hladinu exprese genu 
TOM22 a vztažena k hladině divokých buněk v médiu se standardní koncentrací fosfátu. Úsečky znázorňují 
směrodatné odchylky tří technických triplikátů qPCR. Převzato a upraveno z Hálová, 2011. 
    
Všechny tyto výsledky nicméně naznačují, že funkce proteinu Prp45 není spojena 
jen se sestřihem pre-mRNA, ale také s elongací transkripce. Podle našich hypotéz může 
být toto propojení realizováno například skrze ovlivnění histonových modifikací nebo 
skrze ovlivnění chromatinové struktury, například změnou mobility nukleosomů. Nelze 
však vyloučit ani vliv přímo na transkripční faktory a koregulátory elongace transkripce, 
jak bylo popsáno pro orthology proteinů SNW v jiných organismech. Bližší výzkum 
tohoto zapojení a také možné regulační spřažení elongace transkripce a sestřihu 
pre-mRNA skrze protein Prp45 byl cílem mého postgraduálního studia.  
 
5.2.2. Diferenciální interakce na úrovni indukce PHO5 mezi 
prp45(1-169) a delečními alelalmi vybraných 
elongačních faktorů a modifikátorů chromatinu  
 
Abychom mohli blíže charakterizovat vliv dvojitých mutant na indukci genu 
PHO5 testovaných v rámci mé diplomové práce, rozhodli jsme se měřit hladinu genu 
PHO5 ve více časových bodech po indukci exprese. Také jsme se rozhodli testovat 
indukci i v dalších kmenech s delecemi genů kódujících regulátory elongace transkripce 
a modifikátory chromatinu. Jako první jsme testovali buňky bur2Δ a buňky s dvojitou 
mutací bur2Δ prp45(1-169). Indukci jsme měřili ve 45., 90., 135. a 180. minutě po 
přenosu buněk do indukčních podmínek. Jak je patrné z obrázku 17a, k indukci genu 
PHO5 u buněk bur2Δ dochází, i když mnohem pomaleji než v divokých buňkách a také 
než v buňkách prp45(1-169). U buněk s dvojitou mutací dochází k indukci také (viz výřez 
vpravo), ale ve studovaném časovém intervalu jen ve velmi malém rozsahu. Nicméně 
tendence ke genetické interakci mezi bur2Δ a prp45(1-169) na úrovni indukce genu 
PHO5 je patrná, ale pro ověření by bylo nutné měřit množství transkriptu PHO5 v dalších 
časových intervalech po indukci exprese. V tomto uspořádání pokusu jsou tedy výsledky 
nekonkluzivní.  
Podobná situace byla pozorována i v případě buněk paf1Δ a v odpovídající dvojité 
mutantě (Obr. 17b). U těchto buněk (a také ve všech dalších pokusech tohoto typu) jsme 
hladinu PHO5 měřili v 60., 90. a 120. minutě po přenosu do média bez fosfátu. Indukce 
genu PHO5 byla velmi zhoršena už u buněk paf1Δ a současná mutace v PRP45 způsobila, 
že se gen PHO5 v daném časovém intervalu indukoval jen nepatrně. I v tomto případě by 
tedy pro potvrzení genetické interakce u dvojité mutanty bylo nutné měřit hladinu PHO5 
v delších časech po indukci. Na rozdíl od předchozích pokusů provedených v rámci mého 
diplomového projektu jsme derepresi genu PHO5 v neindukčních podmínkách 
pozorovali jen u buněk bur2Δ (a u odpovídajících dvojité mutanty), a to v mnohem 
menším rozsahu. U buněk paf1Δ se dereprese neprojevila. Možné příčiny této 
diskrepance budou rozebrány v diskusi (kapitola 6.3.2.).  
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Poté jsme měřili kinetiku indukce genu PHO5 u buněk rad6Δ a u buněk rad6Δ 
prp45(1-169) (Obr. 17c). Kinetika indukce byla u buněk rad6Δ velmi podobná kinetice 
indukce u buněk prp45(1-169). Dvojitá mutace však způsobila, že se kinetika indukce 
tohoto genu velmi snížila. Tyto výsledky interpretujeme tak, že alela prp45(1-169) 
negativně geneticky interaguje s deleční alelou RAD6 na úrovni indukce genu PHO5. 
Jak už bylo rozebráno v Literárním úvodu, gen RAD6 kóduje ubiquitin-
konjugační enzym, který zprostředkovává ubiquitinylaci histonu H2B na lysinu 123 
(Robzyk et al. 2000). Při testování genetických interakcí na úrovni růstu jsme pozorovali 
negativní genetické interakce mezi prp45(1-169) a delečními alelami genů 
zprostředkovávajícími ubiquitinylaci H2BK123 (RAD6, BRE1, LGE1) a naopak pozitivní 
genetické interakce s delečními alelami genů, které se účastní deubiquitinylace H2BK123 
(dr. A. Valentová, nepublikované výsledky, viz Obr. 15). Zajímalo nás proto, zda bude 
tato pozitivní genetická interakce patrná i na úrovni indukce genu PHO5. Z obrázku 17d 
je patrné, že kinetika indukce je u buněk ubp8Δ podobná kinetice indukce u buněk 
prp45(1-169) a dvojitá mutace kinetiku indukce zhoršovala jen velmi mírně. Pozitivní 
genetická interakce mezi ubp8Δ a prp45(1-169) pozorovaná na úrovni růstu se tedy na 
úrovni indukce genu PHO5 neprojevila.  
Posledním faktorem, u kterého jsme testovali vliv jeho delece samostatně 
i v kombinaci s mutací prp45(1-169) na indukci genu PHO5, byl Set1 (Obr. 17e). 
Dereprese genu PHO5 u dvojité mutanty v médiu se standardní koncentrací fosfátu, 
kterou jsem pozorovala při pokusech dělaných v rámci mé diplomové práce, se v takové 
míře jako v předchozích pokusech neprojevila. Derepresi exprese genu PHO5 v buňkách 
s jednoduchou delecí genu SET1, kterou jsme očekávali na základě literatury (Carvin & 
Kladde 2004), jsme pozorovali jen mírnou. Kinetika indukce genu PHO5 po přenosu do 
média bez fosfátu byla u buněk set1Δ podobná jako u buněk prp45(1-169) a u dvojité 
mutanty zůstala nezměněna. Alely set1Δ a prp45(1-169) tedy mají na této úrovni mezi 
sebou epistatický vztah. 
 
a)  













          
















 Obr. 17 Časosběrný experiment potvrdil negativní genetickou interakci na úrovni indukce 
genu PHO5 mezi prp45(1-169) a rad6Δ a odhalil epistatickou interakci mezi prp45(1-169) a set1Δ. 
Hladina transkriptu genu PHO5 byla pomocí qPCR měřena v médiu se standardní koncentrací fosfátu (+P) 
a v různých časech po přenosu do indukčních podmínek (-P). Grafy v pravé části jsou výřezem grafu v levé 
části (srov. měřítko osy y). Data byla normalizována na hladinu exprese genu TOM22 a vztažena k hladině 
divokých buněk v médiu se standardní koncentrací fosfátu před provedením indukce. Úsečky znázorňují 
směrodatné odchylky tří technických triplikátů qPCR v případě experimentu s BUR2 a směrodatné 
odchylky dvou biologických replikátů v případě ostatních pokusů.  
 
Z výsledků vyplývá, že Prp45 ovlivňuje kinetiku indukce genu PHO5 (a také 
GAL1-10; A. Valentová, nepublikované výsledky). Tento výsledek je významný z toho 
důvodu, že geny PHO5 ani GAL1-10 neobsahují intron a Prp45 je sestřihový faktor. 
Vzhledem k pozorované negativní genetické interakci mezi alelami genů PRP45 a RAD6 
a epistatické interakci mezi geny PRP45 a SET1 je možné, že Prp45 ovlivňuje indukci 
genů bez intronu skrze změny v histonových modifikacích. Ubiquitinylace H2BK123, 
která je zprostředkována enzymem Rad6, už v literatuře spojena s ovlivněním sestřihu 
byla (viz Literární přehled).  
 
5.2.3. Delece genů pro regulátory elongace transkripce 
a efektory chromatinových modifikací neprohlubují 
sestřihový fenotyp buněk prp45(1-169) 
 
Vzhledem k tomu, že se Prp45 podílí i na regulaci sestřihu (Gahura et al. 2009), 
zajímalo nás, zda se mutace prp45(1-169) a současná delece jednoho z genů kódujících 
regulátory elongace transkripce nebo současná delece jednoho z genů pro efektory 
chromatinových modifikací projeví také na sestřihu pre-mRNA (Obr. 18). U buněk 
s dvojitou mutací a u buněk s mutacemi zvlášť jsme se proto pomocí qPCR rozhodli 
změřit hladinu mRNA a pre-mRNA některých intron-obsahujících genů. Na základě 
výsledků experimentů získaných metodou “primer extension” (viz kapitola 5.1.3), kterou 
byly detekovány jednotlivé typy RNA související se sestřihem (pre-mRNA, lariát-exon 
2 a mRNA) u plazmidových konstruktů obsahujících intron testovaného genu a které byly 
v naší laboratoři provedeny dr. O. Gahurou a Mgr. M. Oplovou ((Gahura et al. 2011), M. 
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Oplová, 2015 a nepublikovaná data), byly pro testování vybrány čtyři geny - ECM33, 
ACT1, MAF1 a COF1 (pozn.: v té době jsme ještě neměli k dispozici celogenomová 
transkriptomická data získaná metodou RNA-seq). ECM33 a ACT1 jsou silně 
exprimované geny, které se, jak odhalila metoda “primer extension”, v buňkách 
prp45(1-169) sestřihují relativně dobře. Naproti tomu sestřih genů MAF1 a COF1 byl 
u těchto buněk silně narušen. Použití genů MAF1 a COF1 mělo za cíl zvýraznit případné 
sestřihové defekty u testovaných dvojitých mutant.  
Hladiny mRNA genů ACT1 a COF1 byly napříč kmeny velmi podobné hladině 
u divokých buněk (Obr. 18a). U genu ECM33 byla hladina u většiny testovaných kmenů 
také na úrovni divokých buněk, ale u některých kmenů jsou kvůli velkým směrodatným 
odchylkám výsledky nekonkluzivní. Narozdíl od pokusů provedených metodou “primer 
extension” nebyl pozorován tak výrazný pokles hladiny mRNA genu COF1 u buněk 
prp45(1-169). Může to být způsobeno tím, že metoda “primer extension” měří mRNA 
rekombinantního substrátu, ne endogenní mRNA. Je zajímavé, že v předchozích 
pokusech měření hladiny endogenní mRNA genu COF1 pomocí qPCR provedených dr. 
O. Gahurou patrný pokles byl (Obr. 9d). Příčina této diskrepance není jasná. 
Narozdíl od genu COF1 u genu MAF1 pokles hladiny mRNA u buněk 
prp45(1-169) pozorován byl, což je tentokrát s výsledky získanými metodou “primer 
extension” s využitím rekombinantních substrátů v souladu. Tento pokles, v rozsahu 1,4 - 
1,9-násobného snížení exprese genu MAF1, byl patrný u všech kmenů nesoucích dvojitou 
mutaci ve srovnání s kmenem s jednoduchou delecí některého z genů pro regulátory 
elongace transkripce nebo efektory chromatinových modifikací. Výraznější změna 
exprese MAF1 byla pozorována jen u buněk gcn5Δ a gcn5Δ prp45(1-169). Gen GCN5 
kóduje histonacetyltransferázu specifickou pro N-konce histonů H2B a H3 (Suka et al. 
2001; Zhang et al. 1998; Grant et al. 1997; Ruiz-García et al. 1997). Hladina mRNA genu 
MAF1 byla u těchto buněk zhruba 2x zvýšená oproti divokým buňkám respektive oproti 
buňkám prp45(1-169).  
Měření hladin pre-mRNA ukázalo, že u buněk s jednoduchou delecí některého 
z genů kódujících regulátory elongace transkripce nebo efektory chromatinových 
modifikací ve většině případů nedochází k akumulaci pre-mRNA (Obr. 18b). Určitými 
výjimkami jsou kmen s delecí genu GCN5, u kterých je statisticky významné zvýšení 
hladiny pre-mRNA genů ECM33 a ACT1 na 3-násobek respektive 2,5-násobek hladiny 
v divokých buňkách, a kmen s delecí genu BUR2, ve kterém vzrostla hladina pre-mRNA 
u všech čtyřech testovaných genů v rozmezí 1,5 - 2-násobku hladiny u divokých buněk.  
Hladiny pre-mRNA u dvojitých mutant se opět vesměs nelišily od hladiny 
v buňkách s mutací prp45(1-169). Na první pohled by se mohlo zdát, že výjimkou byly 
buňky prp45(1-169) gcn5Δ. Zvýšená hladina pre-mRNA však byla pozorována už 
u buněk gcn5Δ, proto lze zvýšenou hladinu u dvojité mutanty očekávat. Ve skutečnosti 
je poměr nárůstu hladiny pre-mRNA testovaných genů u buněk prp45(1-169) gcn5Δ ve 
srovnání s buňkami gcn5Δ trochu nižší než poměr nárůstu hladiny pre-mRNA u buněk 
prp45(1-169) oproti divokým buňkám. Stejný efekt byl pozorován i u buněk bur2Δ 
prp45(1-169), u kterých byla hladina pre-mRNA testovaných genů prakticky stejná jako 
u buněk prp45(1-169). Vzhledem k mírně zvýšené hladině pre-mRNA u buněk bur2Δ by 








 Obr. 18 Delece genů kódujících transkripční regulátory ani efektory chromatinových 
modifikací neprohlubují sestřihový fenotyp buněk prp45(1-169). Hladiny mRNA (a) a pre-RNA (b) 
byly měřeny pomocí qPCR. Hodnoty byly normalizovány na expresi genu TOM22 a vztaženy na množství 




Jak bylo popsáno výše, testování genetických interakcí mezi prp45(1-169) 
a delečními alelami genů, které kódují elongační regulátory a modifikátory chromatinu, 
odhalilo pozitivní i negativní interakce. U mnoha dvojic ale genetické interakce na úrovni 
růstu zjištěny nebyly. Testovány však byly jen interakce s delečními alelami genů, které 
byly vytipovány na základě souvislosti s indukcí genů PHO a GAL (Carvin & Kladde 
2004). Rozhodli jsme se proto rozšířit testování na celogenomovou úroveň a využít 
metodu “Synthetic genetic array”, SGA. Toto testování bylo provedeno ve spolupráci 
s prof. Perem Sunnerhagenem a Beidongem Liu na Göteborgs Universitet ve švédském 
Göteborgu, kde jsem v rámci svého doktorského studia absolvovala tříměsíční stáž.  
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Postup metody SGA je rozepsán na obrázku 19. Stručně řečeno, metoda SGA 
spočívá v tom, že se testovací (“query”) kmen nesoucí mutaci zájmu zkříží s knihovnou 
kmenů, ve které každý kmen nese deleci jednoho neesenciálního genu. Paralelně se kříží 
i kontrolní kmen, který nenese mutaci zájmu, ale jinak obsahuje stejné selekční markery 
jako testovací kmen. Ve vzniklých diploidních kmenech je poté indukována sporulace. 
Následuje několik kol selekce, pomocí kterých jsou získány pouze kmeny nesoucí 
dvojitou mutaci. Růst těchto kmenů je pak testován za různých podmínek. Velikost 
kolonií je poté počítačově porovnána s velikostí kolonií kontrolního kmene a z těchto 
údajů je vypočtena “fitness”. Počítačové vyhodnocení výsledků SGA bylo provedeno 




Obr. 19 Postup testování metodou SGA. (a) Jako příklad alely, jejíž genetičtí interakční partneři 
jsou hledáni, je zde deleční alela genu BNI1. Pro SGA je nutné, aby tato delece byla vytvořena pomocí 
genu zajišťujícího rezistenci k antibiotiku nourseothricin (natR). Další důležité mutace v testovacím 
(“query”) kmeni jsou lyp1Δ a can1Δ::MFA1pr-HIS3. Gen LYP1 kóduje permeázu pro lysin a delece tohoto 
genu zajišťuje rezistenci k toxickému lysinovému analogu thialysinu. Mutace MFA1pr-HIS3 zajišťuje 
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expresi genu HIS3 (který je jinak ve svém endogenním lokusu deletován) z promotoru MFA1, což je gen 
kódující feromon a exprimovaný pouze buňkami párovacího typu a. Jen buňky párovacího typu a jsou tedy 
schopny přežít na médiu bez histidinu. Celý konstrukt MFA1pr-HIS3 je navíc vložen do lokusu genu CAN1, 
čímž dochází k inaktivaci CAN1. Gen CAN1 kóduje permeázu pro arginin a tato delece zajišťuje buňkám 
rezistenci ke canavaninu, což je toxický analog argininu. Kmen z knihovny delečních mutant (DMA) 
obsahuje deleci neesenciálního genu, která byla vytvořena pomocí genu zajišťujícího rezistenci 
k antibiotiku geneticin (kanR). (b) Po zkřížení testovacího kmene s kolekcí deletant jsou diploidní kmeny 
selektovány na médiu obsahujícím antibiotika nourseothricin a geneticin. (c) Diploidní kmeny jsou poté 
přeneseny na sporulační médium, které indukuje sporulaci. (d) Pro další postup je nutno odstranit diploidy 
a nechat spory vyklíčit. Navíc je potřeba zajistit, aby vyklíčily jen spory jednoho párovacího typu, v našem 
případě a, aby nedocházelo k opětovnému křížení mezi buňkami vyrostlými ze spor. Všechny tyto 
požadavky jsou zajištěny médiem bez histidinu, které z důvodů popsaných výše umožní růst jen buňkám 
s párovacím typem a, a které zároveň obsahuje canavanin a thialysin. Tyto analogy zabijí všechny buňky 
s divokými alelami LYP1 a CAN1, tedy kromě některých haploidních kmenů i všechny diploidy. (e) 
Následuje přenesení buněk na médium s geneticinem, které zajistí růst jen buňkám s delecí příslušného 
genu z kolekce. (f) Dvojité mutanty jsou nakonec vyselektovány na médiu s geneticinem 
a nourseothricinem. Převzato z (Tong & Boone 2006), upraveno.  
 
V našem případě byl kmen s mutací prp45(1-169) křížen s deleční knihovnou, 
která obsahovala 4323 kmenů. Růst dvojitých mutant byl testován při normální kultivační 
teplotě 30 °C a při zvýšené teplotě 35 °C. Za synteticky negativní genetickou interakci 
byly považovány všechny dvojité mutace, které zhoršovaly růst kmenů o více než 15 %. 
Některé méně konkluzivní výsledky byly ověřeny opětovným křížením provedeným 
ručně a měřením růstové křivky pomocí přístroje Bioscreen (provedla dr. K. 
Abrhámová). Celkem bylo nalezeno 183 delečních alel, které negativně geneticky 
interagovaly s mutací prp45(1-169) (Obr. 20). Mezi interaktory patřilo mnoho genů, 
jejichž proteinové produkty jsou součástí komplexů regulujících elongaci transkripce 
(FACT, SAGA, PAF, prefoldinový komplex). Významnou skupinu interaktorů tvořily 
rovněž geny, jejichž proteinové produkty jsou součástí acetylačních (NuA4), 
deacetylačních (Set3, Rpd3L, Rpd3S), methylačních (COMPASS) a deubiquitinylačních 
(SAGA) komplexů. Jeden z nejzajímavějších výsledků byl nález, že mezi nejsilnější 
genetické interaktory alely prp45(1-169) patřila deleční alela genu HTZ1 a deleční alely 
genů, jejichž proteinové produkty kódují komponenty komplexu SWR1. Genetická 
interakce byla rovněž pozorována také s delečními alelami kódujícími komponenty 
komplexu INO80. Jak bylo popsáno v kapitole 2.2.3, gen HTZ1 kóduje histonovou 
variantu H2A.Z. Komplex SWR1 se účastní inkorporace Htz1 do chromatinu a komplex 
INO80 participuje na jeho odstranění. Htz1 je tedy další protein se vztahem k Prp45, který 
zároveň souvisí i s regulací transkripce a se strukturou chromatinu. V průběhu těchto 
pokusů byly publikovány studie, které spojily funkci Htz1 se sestřihem pre-mRNA (viz 
Literární úvod, kapitola 2.3.3.) (Neves et al. 2017; Nissen et al. 2017). Proto jsme se 






Obr. 20 Genetické interaktory mutanty prp45(1-169). Červeně - PRP45. Žlutě - komplexy se 
vztahem k transkripci a modifikacím chromatinu. Modře - genetičtí interaktoři PRP45. Šedě - komponenty 
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komplexů se vztahem k transkripci a modifikacím chromatinu, které nebyly testovány nebo s nim nebyla 
nalezena genetická interakce. 
 
5.2.5. Alela prp45(1-169) vykazuje silnou negativní 
syntetickou interakci s delečními alelami genů 
kódujících komponenty komplexu SWR1 a HTZ1 
 
Silnou negativní genetickou interakci mezi prp45(1-169), htz1Δ a delečními 
alelami genů kódujících komponenty komplexu SWR1 jsme se nejprve rozhodli ověřit 
nezávisle v buňkách s genetickým pozadím BY474x. Buňky htz1Δ, swr1Δ, vps71Δ, 
vps72Δ, swc3Δ a swc5Δ (všechny genetického pozadí BY4741) byly zkříženy s kmenem 
AVY18, tedy takovým, který nese mutaci prp45(1-169) v genetickém pozadí BY4742. 
V buňkách byla indukována sporulace a spory z jednotlivých vřecek byly odděleny 
pomocí mikromanipulátoru. Po vyklíčení byly buňky genotypovány a pro zjištění 
růstových defektů byl proveden kapkový test.  
Protože negativní genetická interakce byla podle výsledků SGA velmi silná, 
diploidní kmeny byly transformovány plasmidem nesoucím divokou alelu PRP45 a gen 
URA3 jako selekční marker (kmeny s genetickým pozadím BY474x mají endogenní 
URA3 deletován). Během indukce sporulace byly buňky v podmínkách bez uracilu, takže 
si plasmid udržely. Buňky s divokým genem URA3 mohou být selektovány jak pozitivně 
(růstem na médiu bez uracilu), tak negativně. Negativní selekce je zprostředkována 
přídavkem 5-fluoroorotové kyseliny (5-FOA) do média, která je enzymatickým 
produktem genu URA3 přeměňována na 5-fluorouracil, který je pro buňky toxický. 
V případě, že je genetická interakce mezi prp45(1-169) a delecí daného genu lethální, 
buňky si musejí podržet plasmid s divokou alelou PRP45 a kvůli genu URA3, který slouží 
jako selekční marker, nepřežijí na médiu s 5-FOA. 
Výsledky kapkového testu shrnuje obrázek 21. Jak je vidět, všechny testované 
dvojité mutanty vykazují silnou syntetickou negativní genetickou interakci, protože 
špatně rostou na médiu obsahujícím 5-FOA. Nejsilnější efekt v testovacích podmínkách, 
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Obr. 21 Alela prp45(1-169) negativně geneticky interaguje s delečními alelami genů HTZ1 a 
delečními alelami genů, které kódují komponenty komplexu SWR1. Panely zobrazují růst tetrád 
vzniklých křížením buněk prp45(1-169) a htz1Δ (a), swr1Δ (b), vps71Δ (c), vps72Δ (d), swc3Δ (e) a swc5Δ 
(e). Růst buněk byl testován na minimálním médiu s 5-FOA, minimální médium sloužilo jako kontrola. 
Buňky byly na médium nanášeny v ředicí řadě s ředicím faktorem 5. Na obrázku je situace po dvou dnech 
růstu ve 30 °C.  
 
5.2.6. Alela prp45(1-169) nemění relativní expresi ani 
relativní účinnost sestřihu intronických genů 
vázajících Htz1 
 
 V době, kdy byly dělány pokusy s genetickými interakcemi mezi prp45(1-169) 
a delečními alelami genů kódujících Htz1 a proteiny funkčně související s Htz1, vyšly 
publikace, které ukazovaly na funkční propojení Htz1 se sestřihem a transkripcí (viz 
kapitola 2.3.3. (Neves et al. 2017; Nissen et al. 2017)). Zajímalo nás proto, zda deleční 
alela genu HTZ1 bude nějak interagovat s alelou prp45(1-169) na úrovni ovlivnění 
sestřihu pre-mRNA. Buňky nesoucí dvojitou mutaci nejsou viabilní, proto jsme 
přistoupili k transkriptomické analýze in silico.  
 Z článku (Gu et al. 2015) byla stažena primární sekvenační data získaná metodou 
ChIP-seq, kterou autoři zjišťovali fyzickou lokalizaci Htz1 na genomu S. cerevisiae. 
Primární analýza dat byla provedena dr. M. Převorovským. Genů, které u S. cerevisiae 
obsahují intron, bylo doposud identifikováno 344. Z těchto 344 genů jich Htz1 
obsahovalo ve svém promotoru 63 a v otevřeném čtecím rámci 67. Genů s intronem 
s Htz1 v promotoru a současně v otevřeném čtecím rámci bylo 6.  
Nejprve nás zajímalo, zda mutace prp45(1-169) neovlivňuje expresi 
intron-obsahujících genů s Htz1 v promotoru nebo v otevřeném čtecím rámci. Abychom 
mohli výsledky náležitě zhodnotit, nejprve jsme zjišťovali, zda u buněk prp45(1-169) 
nedochází ke změnám exprese globálně u všech genů s intronem. Analýza však výrazné 
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rozdíly neodhalila (Obr. 22a). Porovnání relativní exprese intronických genů 
obsahujících Htz1 také žádné změny neodhalilo, ani u genů s Htz1 v promotoru, ani 
u genů s Htz1 v otevřeném čtecím rámci.  
Dále nás zajímalo, zda u intron-obsahujících genů s Htz1 v promotoru nebo 
v otevřeném čtecím rámci není prohloubený defekt v relativní účinnosti sestřihu u buněk 
prp45(1-169) vůči divokým buňkám. Ani tady však žádná změna nalezena nebyla (Obr. 
22b). V článku (Neves et al. 2017) byly metodou RNA-seq identifikovány geny, které 
vykazovaly zhoršený sestřih u buněk htz1Δ. Zjišťovali jsme proto také to, zda mutace 
prp45(1-169) neprohlubuje defekt v účinnosti sestřihu specificky těchto genů. Ani 







Obr. 22 U buněk prp45(1-169) nedochází k relativní změně exprese ani k relativní změně 
účinnosti sestřihu intronických genů vázajících Htz1. (a) Graf znázorňující relativní expresi (log2) 
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vybraných skupin genů obsahujících intron. (b) Relativní účinnost sestřihu (log2) u vybraných skupin intron 
obsahujících genů (viz popisky nad grafem). Dva boxploty od každé skupiny reprezentují výsledky dvou 
biologických replikátů RNA-seq. n je počet genů zahrnutý do analýzy u daného boxplotu.  
 
5.2.7. Mutanty prp45(1-247) a prp45(1-330) 
 
Ačkoliv transkriptomická analýza provedená in silico neodhalila změny 
v relativní expresi ani prohloubení defektu v relativní účinnosti sestřihu u buněk 
prp45(1-169) vůči divokým buňkám u intron obsahujících genů vázajících Htz1, chtěli 
jsme přece jen blíže prozkoumat, zda spolu alely prp45 a htz1 na různých úrovních (např. 
na úrovni sestřihu, na úrovni inducibility genů PHO, atd.) geneticky neinteragují. Buňky 
prp45(1-169) htz1Δ však nejsou viabilní (viz obr. 21a). Rozhodli jsme se proto připravit 
buňky s dalšími mutacemi v PRP45 a doufali jsme, že nalezneme takové, které budou 
v kombinaci s delecí genu HTZ1 životaschopné a budeme tedy s nimi moci dále pracovat.  
Na základě strukturních studií spliceosomu založených na kryoelektronové 
mikroskopii, které umožnily identifikovat interakční partnery Prp45 (Yan et al. 2015; 
Yan et al. 2016; Yan et al. 2017; Galej et al. 2016; Rauhut et al. 2016; Ruixue Wan et al. 
2016; Bertram et al. 2017; Fica et al. 2017), jsme se rozhodli připravit metodou “knock-
in” C-terminální zkráceniny prp45(1-247) a prp45(1-330), které exprimují prvních 247 
respektive 330 aminokyselin (Obr. 23). Proteinu prp45(1-247) chybí většina oblastí, se 
kterými fyzicky interagují komponenty komplexu RES, a dále tímto zkrácením přichází 
protein Prp45 o některé interakce s proteinem Prp8. Zkrácení o 49 aminokyselin (mutace 
prp45(1-330)) vede k odstranění platformy pro interakci s komponentou komplexu RES 






Obr. 23 Znázornění mutací Prp45 použitých v této práci. Obrázek znázorňuje strukturu Prp45 
s jeho interakčními partnery (šedé ovály). Modře je znázorněno prvních 169 aminokyselin. Šipkami jsou 
pak znázorněny mutanty prp45(1-169), prp45(1-247) a prp45(1-330). Obrázek byl vytvořen na základě 
strukturních informací publikovaných v (Yan et al. 2016; Bertram et al. 2017). Převzato z (Hálová et al. 
2017), upraveno. 
 
5.2.7.1. Charakterizace buněk prp45(1-247) a prp45(1-330) 
  
 Buňky nesoucí nové mutace prp45(1-247) a prp45(1-330) jsme se nejprve 
rozhodli blíže charakterizovat z hlediska růstových vlastností a z hlediska vlivu na sestřih 
pre-mRNA. Co se týká růstových vlastností, v přístroji Varioskan byly proměřeny 
růstové křivky, a to při běžné kultivační teplotě 30 °C (Obr. 24a) a při zvýšené teplotě 
39 °C (Obr. 24b). Výsledky ukázaly, že ve 30 °C i ve 39 °C rostou buňky prp45(1-247) 
a prp45(1-330) stejnou rychlostí jako divoké buňky, zatímco buňky prp45(1-169) rostou 

















Obr. 24 Buňky prp45(1-247) a prp45(1-330) se růstovými vlastnostmi ve 30 °C a 39 °C neliší 
od divokých buněk. Růstové křivky byly měřeny pomocí přístroje Varioskan. Naměřené hodnoty 
reprezentují jeden biologický pokus měření růstu ve 30 °C a jeden ze dvou biologických pokusů měření 
růstu při 39 °C. Hodnoty představují průměr dvou technických replikátů.  
 
Pro charakterizaci sestřihu u daných mutant jsme přistoupili k měření hladin 
mRNA a pre-mRNA genů ECM33 a ACT1 pomocí qPCR. Jejich hladiny jsme 
porovnávali s hladinou v divokých buňkách a v buňkách s mutací prp45(1-169) (Obr. 
25).  
 
   
 
 Obr. 25 Mutace prp45(1-247) a prp45(1-330) způsobují mírnou akumulaci pre-mRNA. 
Hladiny mRNA a pre-mRNA byly měřeny pomocí qPCR. Data byla normalizována na hladinu genu 
TOM22 a vztažena na hodnotu naměřenou v divokých buňkách. Úsečky znázorňují směrodatné odchylky 
tří biologických pokusů.  
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Výsledky ukázaly, že se hladiny mRNA testovaných genů u mutant v porovnání 
s divokými buňkami příliš nelišily. Hladina pre-mRNA obou testovaných genů byla 
u buněk prp45(1-169) zhruba 5,5x zvýšena, což bylo očekáváno. U buněk nesoucích 
nově vytvořené mutanty prp45(1-247) a prp45(1-330) byla zvýšená hladina pre-mRNA 
obou testovaných genů pozorována také, nicméně defekt byl oproti mutantě prp45(1-169) 
slabší. Je zajímavé, že silnější fenotyp vykazuje mutace, která zkracuje protein Prp45 
méně, tedy prp45(1-330). Hladiny pre-mRNA genů ECM33 a ACT1 byly v buňkách 
s touto mutací zvýšeny 4x, respektive 3x. Buňky s více zkráceným Prp45, prp45(1-247), 
akumulovaly pre-mRNA obou testovaných genů zhruba 2,5x.  
 
5.2.7.2. prp45(1-247) a prp45(1-330) geneticky interagují s htz1Δ 
 
 Z výše uvedených výsledků vyplývá, že i mutace prp45(1-247) a prp45(1-330) 
způsobují akumulaci pre-mRNA. Rozhodli jsme se proto přistoupit k testování 
syntetických genetických interakcí mezi těmito alelami PRP45 a deleční alelou HTZ1. 
Buňky nesoucí uvedené mutace v genu PRP45 byly zkříženy s buňkami htz1Δ. Vzniklé 
diploidní buňky byly stejně jako v minulém pokusu transformovány plasmidem nesoucím 
divokou alelu PRP45 a gen URA3 jako selekční marker. Po sporulaci, rozmanipulování 
spor, jejich vyklíčení a genotypizaci byl proveden spottest. Testován byl opět růst buněk 
na minimálním médiu obsahujím 5-FOA. Z výsledků vyplývá, že alela prp45(1-247) za 
testovacích podmínek nevykazuje měřitelnou genetickou interakci s alelou htz1Δ (Obr. 
26a), zatímco alela prp45(1-330) ano (Obr. 26b). Stejně jako v případě akumulace pre-
mRNA i tady se tedy projevilo to, že silnější fenotyp vykazují buňky s méně zkrácenou 
formou Prp45. Je zajímavé, že síla genetické interakce mezi prp45(1-330) a htz1Δ je 
u jednotlivých tetrád různá. Tento efekt jsme při předchozím testování genetických 
interakcí mezi prp45(1-169) a delečními alelami HTZ1 a komponent komplexu SWR1 
(Obr. 21) nepozorovali. Příčinu tohoto jevu neznáme, ale domníváme se, že může záviset 
na genetickém pozadí nebo na typu použitého testu. Kmeny BY4741 a BY4742 se 
vzájemně liší párovacím typem a auxotrofií na lysin a methionin. Analýza dvojitých 
mutant však neodhalila závislost síly interakce na kombinaci auxotrofií na lysin 
a methionin a/nebo párovacím typu. Tento jev tedy může záviset na jiných, 
experimentálně nesnadno postižitelných kombinacích alel. V předchozím testování byl 
také v buňkách přítomen plasmid exprimující divokou alelu PRP45 a testování bylo 
prováděno na minimálním médiu s 5-FOA, zatímco zde byl test proveden bez plazmidu 
a na komplexním médiu. Zda je toto příčinou rozdílného chování buněk, však zůstává 











a)                                                                   b) 
         
 
 Obr. 26 Mezi alelami htz1Δ a prp45(1-330) dochází ke genetické interakci. Genetické interakce 
alel prp45(1-247) a htz1Δ (a) a prp45(1-330) a htz1Δ (b) byly testovány na minimálním médiu s 5-FOA. 
Buňky byly na médium nanášeny v ředicí řadě s ředicím faktorem 5. Obrázek zachycuje situaci po dvou 
dnech růstu ve 30 °C.  
 
Odečet růstových schopností buněk zobrazených na obr. 26 po vícedenní kultivaci 
ukázal, že jsou dvojité mutanty viabilní. Abychom mohli s těmito buňkami provádět další 
analýzy, bylo nutné připravit kmeny prp45(1-247) htz1Δ a prp45(1-330) htz1Δ tak, aby 
neobsahovaly plasmid s divokou alelou PRP45. Buňky tedy byly opět zkříženy, byla 
indukována sporulace, spory z jednotlivých vřecek byly odděleny pomocí 
mikromanipulátoru a po vyklíčení genotypovány. Nejprve jsme ověřovali genetickou 
interakci mezi alelami prp45 a htz1Δ, tentokrát ale bez podpory plazmidu s divokou 
alelou PRP45. Buňky vyklíčené vždy ze čtyř vřecek byly kultivovány, v ředící řadě 
s faktorem pět naneseny na médium YPAD a pro zachycení jemnějších rozdílů v růstu 
byly kultivovány při 16, 30 a 37 °C.  
Co se týká výsledků pro mutaci prp45(1-247) (Obr. 27a), ve 30 °C byly rozdíly 
v rychlosti růstu mezi jednotlivými kmeny patrné po jednom dni kultivace. Nárůst buněk 
nesoucích mutaci htz1Δ (ať už samostatně nebo v kombinaci s mutací prp45(1-247)) byl 
menší než nárůst divokých buněk nebo buněk prp45(1-247). Rozdíly mezi buňkami 
htz1Δ a htz1Δ prp45(1-247) však nebyly v této teplotě postižitelné a po dvou dnech 
kultivace se rozdíly mezi všemi kmeny setřely úplně. Po jednom dni kultivace ve 37 °C 
byl také patrný menší nárůst buněk htz1Δ a htz1Δ prp45(1-2417) oproti divokým buňkám 
a buňkám prp45(1-247). Rozdíl v růstu mezi buňkami htz1Δ a htz1Δ prp45(1-247) patrný 
byl, ale velmi malý a jen u některých tetrád. Dvoudenní kultivace buněk při 37 °C tento 
malý rozdíl setřela, ale stále bylo patrné, že buňky s mutací htz1Δ (samostatně i v rámci 
dvojité mutace) rostou pomaleji než divoké buňky a buňky prp45(1-247). Nejjasněji se 
rozdíl mezi kmeny projevil po 6 dnech růstu při 16 °C. Zatímco nárůst buněk 
prp45(1-247) byl stejný jako u divokých buněk, buňky se samostatnou mutací htz1Δ 
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narostly méně a buňky htz1Δ prp45(1-247) měly s růstem vážný problém. Síla růstového 








 Obr. 27 Genetické interakce mezi htz1Δ a prp45(1-247) a htz1Δ prp45(1-330) je nejsilnější při 
16 °C. Genetické interakce alel prp45(1-247) a htz1Δ (a) a prp45(1-330) a htz1Δ (b) byly testovány na 
médiu YPAD ve 30, 37 a 16 °C. Buňky byly na médium nanášeny v ředicí řadě s ředicím faktorem 5. 
Obrázek ukazuje situaci po jednom, dvou a šesti dnech růstu. Výsledky zobrazují reprezentativní výsledky 
dvou biologických pokusů.  
 
 Na rozdíl od výsledků pozorovaných pro mutaci prp45(1-247) byla genetická 
interakce mezi htz1Δ a prp45(1-330) patrná už po jednom dni kultivace ve 30 i 37 °C 
(Obr. 27b). Buňky s dvojitou mutací narostly o poznání hůře než ostatní kmeny 
a dvoudenní kultivace v daných teplotách rozdíly v nárůstech sice trochu setřela, ale 
nevyrovnala, zvláště ne ve 37 °C. I zde jsou však patrné rozdíly mezi jednotlivými 
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čtveřicemi. Nejvýraznější rozdíly v růstu se opět projevily po 6 dnech kultivace při 16 °C, 
kdy dvojitá mutace byla pro buňky (téměř) lethální. 
 
5.2.7.3. Vliv htz1Δ v kombinaci s prp45(1-247) a prp45(1-330) na 
hladinu pre-mRNA 
  
Pokusy popsané v předcházející kapitole tedy potvrdily genetickou interakci na 
úrovni růstu mezi htz1Δ a alelami prp45(1-247) a prp45(1-330). Buňky s dvojitou mutací 
jsou však na rozdíl od buněk htz1Δ prp45(1-169) viabilní, takže s nimi lze provádět další 
analýzy. Protože jak Prp45, tak Htz1 byly spojeny s regulací sestřihu, rozhodli jsme se 
pomocí qPCR porovnat hladiny mRNA a pre-mRNA genů ECM33 a COF1 u divokých 
buněk, u buněk htz1Δ, u buněk prp45(1-247) nebo prp45(1-330) a u odpovídajících 
dvojitých mutant. Výsledky nejsou úplně konkluzivní, ale určité trendy je možné 
vypozorovat. Hladiny mRNA obou testovaných genů zůstávají zhruba na stejné úrovni 
jako v divokém kmeni. Hladiny pre-mRNA jsou u buněk htz1Δ také přibližně stejné jako 
u divokých buněk, zatímco u jednoduchých mutant prp45 dochází k akumulaci zhruba 
do té míry, jaká byla očekávána na základě předchozího pokusu (obr. 25). U buněk s 
dvojitou mutací je pak trend takový, že u buněk htz1Δ prp45(1-247) zůstává hladina 
pre-mRNA zhruba na stejné úrovni jako u buněk prp45(1-247), zatímco u buněk htz1Δ 
prp45(1-330) se jeví hladina pre-mRNA trochu vyšší než u buněk s jednoduchou mutací 
prp45(1-330). Zda jde však skutečně o výsledek genetické interakce na úrovni akumulace 
pre-mRNA, nejde z naměřených výsledků zatím jednoznačně určit.  








6.1. Mutace Prp45 - zkracování interakční platformy 
 
 Sestřihový faktor Prp45 má neobvyklou extendovanou strukturu (je označován za 
“rope-like” protein; (Yan et al. 2019)) s vysokým podílem vnitřně neuspořádaných 
oblastí (Obr. 23). Funkci Prp45 jsme se pokusili charakterizovat pomocí zkrácených 
variant tohoto esenciálního proteinu. Varianta prp45(1-169), kódující N-koncovou část 
proteinu (aminokyseliny 1-169) bez konzervovaného motivu SNWKN (aminokyseliny 
170-175), poskytuje termosenzitivní fenotyp (Gahura et al. 2009). Jak už bylo řečeno 
v Literárním úvodu (kapitola 2.4.), proteiny SNW, jejichž orthologem ze Saccharomyces 
cerevisiae je protein Prp45, jsou charakterizovány svým konzervovaným motivem 
SNWKN. Strukturní studie provedené pomocí kryoelektronové mikroskopie odhalily, že 
se tento motiv nachází v blízkosti katalytického místa spliceosomu, kde interaguje s U2 
a U6 snRNA a s dalšími proteiny (Yan et al. 2015; Yan et al. 2016; Yan et al. 2017; Galej 
et al. 2016; Rauhut et al. 2016; Ruixue Wan et al. 2016; Bertram et al. 2017; Fica et al. 
2017). Termosenzitivní fenotyp buněk prp45(1-169) však není způsoben pouhou absencí 
motivu SNW, protože mutace tohoto motivu nebo jeho delece k růstovému fenotypu 
nevedly a proteiny s těmito mutacemi plně komplementují růst buněk s delecí celého 
Prp45, a to i při zvýšené kultivační teplotě (Martinkova et al. 2002; Gahura et al. 2009). 
 Prp45 interaguje několika svými úseky s různými částmi proteinu Prp8 
(s N-terminální doménou, s doménami “RT-like” a “RH-like” a se spojovací oblastí 
(“linker”)). N-koncová část Prp45 (aminokyseliny 1-169) interaguje kromě Prp8 
s komponentami komplexu NTC - Cef1, Clf1, Syf2 a Prp46. Prp46 byl prvním 
odhaleným interakčním partnerem Prp45 identifikovaným pomocí dvouhybridního 
systému (Albers et al. 2003). Kromě uvedených komponent komplexu NTC N-koncová 
část Prp45 interaguje s proteinem Ecm2, což je také sestřihový faktor, který se podílí na 
vzniku helixu II mezi U2 a U6 snRNA (Xu & Friesen 2001). C-koncovou částí 
(aminokyselinami 169-379) Prp45 interaguje kromě proteinu Prp8 (viz výše) s U2 
snRNA, s dalšími částmi Cef1 (NTC) a s komponentami komplexu RES Pml1, Ist3 
a Bud13. Interakčním partnerem této oblasti je i protein Hsh155, což je sestřihový faktor 
asociovaný s U2 snRNP, který je důležitý pro interakci s místem větvení před vznikem 
spliceosomu Bact (Carrocci et al. 2018). Z uvedeného vyplývá, že Prp45 může sloužit jako 
platforma, která zprostředkovává interakce různých sestřihových subkomplexů. Jeho 
působení může přivádět tyto subkomplexy do fyzické blízkosti, může zvyšovat 
kooperativitu interakcí a podporovat vznik ternárních komplexů, nebo může naopak 
vázáním inhibujících komponent přispívat ke správnému fázování procesu sestavování 
spliceosomu. 
 Kromě alely prp45(1-169) jsme pro některé pokusy použili i nově připravené 
mutanty prp45(1-247) a prp45(1-330) (Obr. 23). Mutantě Prp(1-247) chybí interakční 
platforma pro všechny podjednotky komplexu RES a pro protein Hsh155, zatímco 
mutantě Prp45(1-330) chybí úplně část interagující s komponentou komplexu RES Ist3 
a interakce s Hsh155 a s Prp8 může být oslabena. Při charakterizaci fenotypu těchto nově 
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vytvořených mutant jsme zjistili, že z hlediska růstu se obě chovají stejně jako divoké 
buňky, a to i při zvýšené kultivační teplotě (Obr. 24). Vliv na sestřih jsme analyzovali 
měřením hladin mRNA a pre-mRNA genů ACT1 a ECM33 pomocí qPCR (Obr. 25). 
Hladiny mRNA těchto genů byly u všech tří mutant Prp45 (tzn. prp45(1-169), 
prp45(1-247) a prp45(1-330)) stejné jako u divokých buněk. Co se týká hladin 
pre-mRNA, nejvyšší akumulace dosahovala mutanta prp45(1-169). Hladina pre-mRNA 
v ostatních mutantách byla také zvýšena, i když méně než v buňkách prp45(1-169). 
Buňky prp45(1-247) dosahovaly zhruba polovičního množství pre-mRNA oproti 
buňkám prp45(1-169) a míra akumulace pre-mRNA u buněk prp45(1-330) byla asi 
dvoutřetinová oproti buňkám prp45(1-169). Výraznějšího fenotypu z obou nových 
mutant dosahovaly buňky s delší formou proteinu (tedy Prp45(1-330)), což se 
neprojevovalo jen na úrovni akumulace pre-mRNA, ale i v dalších pokusech. Příčina není 
známa, ale je možné, že se buňky lépe vyrovnají se situací, kdy chybí interakční platforma 
pro celý komplex RES a protein Hsh155, jako je tomu u mutanty Prp45(1-247), než když 
jsou interakce RES a Hsh155 „jen“ dílčím způsobem postiženy, jako je tomu u mutanty 
Prp45(1-330). 
 
6.2. Prp45 a sestřih pre-mRNA 
 
Při charakterizaci buněk nesoucích mutaci prp45(1-169) jsme pomocí metody 
RNA-seq ukázali, že v těchto buňkách dochází k akumulaci pre-mRNA (Obr. 9a). Tří- 
až osminásobný nárůst hladiny pre-mRNA jsme u vybraných genů potvrdili také pomocí 
qPCR (Obr. 9c). Pokles hladin mRNA byl přitom v průměru pouze marginální (Obr. 9b, 
d). 
Abychom zjistili, zda pozorovaná akumulace pre-mRNA není výsledkem 
poškození nějaké z degradačních drah specifických pro RNA, připravili jsme delece genů 
kódujících komponenty dráhy NMD, exosomu a cytoplazmatické 5’ - 3’ exonukleázy 
XRN1 samostatně i v kombinaci s mutací prp45(1-169). U genu ECM33, u něhož 
degradace RNA nezávisí na některé výše zmíněné dráze (Sayani & Chanfreau 2012), 
nebyla pozorována zvýšená hladina pre-mRNA v kmenech se samostatnou delecí genů 
kódujících komponenty degradačních drah oproti divokým buňkám a dvojitá mutace 
nevedla k výraznější akumulaci pre-mRNA tohoto genu ve srovnání se situací u buněk 
prp45(1-169) (Obr. 10b). U genů COF1, RPL22A a RPL22B, jejichž odbourávání závisí 
na dráze NMD a XRN1 (u RPL22A a RPL22B) (Sayani & Chanfreau 2012), vedla delece 
komponent této dráhy k nárůstu hladiny pre-mRNA (Obr. 10b). U odpovídajících 
dvojitých mutant byla hladina pre-mRNA u genů COF1 a RPL22A vyšší, ale v rozsahu 
součtu efektů mutace prp45(1-169) a delece genu pro komponentu degradační dráhy. 
Hladina pre-mRNA genu RPL22B, který se ani v divokých buňkách prakticky 
nesestřihuje (Abrhámová et al. 2018; Gabunilas & Chanfreau 2016) a u buněk 
prp45(1-169) je jeho hladina zvýšena asi jen 1,3x, byla u jednoduchých deletant genů 
kódujících komponenty dráhy NMD a u buněk xrn1Δ podle očekávání zvýšena, ale 
mutace prp45(1-169) hladinu pre-mRNA už dále nenavyšovala. U výše studovaných 
genů se jednoduché i dvojité alely projevily jen velmi malým poklesem hladin mRNA 
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(Obr. 10a). Buňky prp45(1-169) rovněž nevykazovaly změny v hladinách mRNA genů 
pro komponenty degradačních drah (výsledky RNA-seq; Tab 1). 
U mutací některých sestřihových faktorů bylo pozorováno, že se projevují 
výrazněji při sestřihu genů obsahující nekánonické sekvence v sestřihových místech 
(Nissen et al. 2017; Neves et al. 2017). Pro snadnější stanovení rozsahu poškození 
sestřihu u jednotlivých genů s intronem z dat získaných metodou RNA-seq jsme 
v laboratoři vyvinuli metodu k identifikaci “readů” odpovídajících pre-mRNA a mRNA 
a k následnému výpočtu efektivity sestřihu (Převorovský et al. 2016). Porovnání 
efektivity sestřihu buněk prp45(1-169) však neukázalo rozdíly v efektivitě sestřihu genů 
s nekánonickým 5’ sestřihovým místem ani místem větvení (Obr. 12a, b). Pro efektivní 
průběh sestřihu je také důležitá celková velikost intronu a hlavně vzdálenost mezi místem 
větvení a 3’ sestřihovým místem. Nejdelší vzdálenost pro efektivní sestřih byla 
odhadnuta na ~45 nukleotidů (Meyer et al. 2011). Existuje však velký počet genů, které 
mají tuto vzdálenost delší. Příkladem může být gen COF1, u kterého tato vzdálenost 
dosahuje 132 nukleotidů. U takovýchto genů bylo ukázáno, že tato vzdálenost je 
efektivně zkrácena vytvořením sekundární struktury mezi místem větvení a 3’ 
sestřihovým místem (Meyer et al. 2011; Gahura et al. 2011). Analyzovali jsme proto 
i možnost, zda sestřih intronů s dlouhou vzdáleností mezi místem větvení a 3’ 
sestřihovým místem nezávisí na intaktním Prp45 více než sestřih intronů s kratší 
vzdáleností a nebo zda není postižen více sestřih intronů s celkově delším intronem. Ani 
zde jsme však žádnou závislost neodhalili (Obr. 12c, d). 
Detekce zvýšené hladiny pre-mRNA v mutantách prp45(1-169) naznačuje, že 
tato mutace způsobuje defekt ještě před proběhnutím prvního kroku sestřihu, tedy v době 
formování spliceosomu. Vzhledem k tomu, že formování spliceosomu probíhá 
kotranskripčně a v blízkosti DNA, lze k detekci jednotlivých kroků vyvazování 
sestřihových faktorů využít metodu ChIP (viz kapitola 5.1.4.; (Kotovic et al. 2003; 
Görnemann et al. 2005)). Pomocí této metody jsme odhalili, že mutace v Prp45 vede ke 
zpožděnému vyvazování U2 snRNP a toto zpoždění se přenáší do dalších kroků 
sestavování spliceosomu, kdy dochází k prohloubení defektu při vyvazování komponent 
U5 snRNP (Brr2-HA). Kotranskripční vyvazování komplexu NTC je pak už téměř 
nedetekovatelné (Obr. 13).  
 
6.2.1. Prp45 působí ještě před svojí stabilní inkorporací do 
spliceosomu 
 
Z výsledků získaných metodou ChIP plyne, že protein Prp45 působí ve fázi 
formování spliceosomu, kdy komplex E (s navázanou U1 snRNP a heterodimerem 
Msl5/Mud2) přechází na komplex A, kdy dochází k uvolnění Msl5/Mud2 a oblast místa 
větvení je rozpoznávána U2 snRNP (viz Obr. 2). V tomto kroku Prp45 zřejmě ještě není 
stabilní součástí spliceosomu. Jeho společný výskyt s Msl5/Mud2 nebyl dosud zachycen, 
a to ani ve studiích, při kterých byly izolovány spliceosomální komplexy v určitých fázích 
a jejichž proteinové složení bylo identifikováno hmotnostní spektrometrií (Jurica et al. 
2002; Makarov et al. 2002; Ohi et al. 2002; Fabrizio et al. 2009), ani v současných 
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studiích založených na kryoelektronové mikroskopii (Yan et al. 2015; Yan et al. 2016; 
Yan et al. 2017; Galej et al. 2016; Rauhut et al. 2016; Ruixue Wan et al. 2016; Bertram 
et al. 2017; Fica et al. 2017; Yan et al. 2019). V naší laboratoři byly dokumentovány 
případy dvouhybridní interakce mezi orthologem Prp45 z S. pombe, proteinem SNW1, a 
U2AF23, menší podjednotkou faktorů U2AF rozpoznávajících 3’ sestřihové místo u 
metazoí (Ambrozková et al. 2001). Pomocí koimunoprecipitace byla rovněž zjištěna 
interakce lidského orthologa SKIP s lidským homologem proteinu Mud2, U2AF65 (Chen 
et al. 2011). Je možné, že v časných fázích sestavování spliceosomu dochází pouze 
k přechodným interakcím mezi Prp45 a danými komponentami, takže Prp45 nebyl při 
purifikacích spliceosomálních komplexů použitých pro analýzu hmotnostní spektrometrií 
nebo kryoelektronovou mikroskopií zachycen.   
Zapojení sestřihových faktorů spojených s pozdějšími fázemi sestřihu do 
dřívějších kroků bylo u kvasinky S. cerevisiae v literatuře dokumentováno i pro další 
proteiny. Metabolická deplece proteinu Clf1, což je komponenta komplexu NTC, 
blokovala sestavování spliceosomu ve fázi prespliceosomu (tedy s navázanými 
partikulemi U1 a U2 snRNP). K vyvázání U4/U6.U5 tri-snRNP už nedocházelo, i když 
byl v buňkách tento komplex zformován. Zajímavé také je, že Clf1 byl pomocí 
dvouhybridních pokusů identifikován jako interakční partner Mud2 a podjednotky U1 
snRNP, Prp40 (Chung et al. 1999). I tento protein tedy působí dříve, než se komplex 
NTC, jehož je součástí, stabilně inkorporuje do spliceosomu. Dalším příkladem jsou 
proteiny Prp28 a Prp8. Prp28 je helikáza z rodiny DEAD, která katalyzuje izomerizaci 
RNA v oblasti 5’ sestřihového místa, což vede k uvolnění U1 snRNP během formování 
komplexu B (Staley & Guthrie 1999). Prp8 je největší spliceosomální protein, který tvoří 
strukturní základ U5 snRNP (shrnuto v (Grainger & Beggs 2005)). Autoři nedávné studie 
ukázali, že alela prp28-1 nejenže způsobovala blok v uvolnění U1 a U4 snRNP 
a redukovala stabilitu asociace U4/U6.U5 tri-snRNP, což bylo očekáváno, ale překvapivě 
také redukovala vyvazování Msl5 a Mud2; blokovala tedy vznik komplexu E. Tato 
redukce posléze ústila i ve zpožděném vyvazování U2 snRNP. Autoři také nalezli takové 
mutace v Prp8, které suprimovaly jak defekty ve vyvazování U4/U6.U5 tri-snRNP, tak 
defekty v kroku, ve kterém vzniká komplex E. Na základě těchto výsledků autoři 
postulovali, že protein Prp8 působí v rámci U5 snRNP v časných fázích sestavování 
spliceosomu, tedy ještě dříve, než je partikule U5 snRNP do spliceosomu stabilně 
inkorporována (Price et al. 2014). 
  
6.2.2. Hypotézy vysvětlující opožděné vyvazování U2 
snRNP 
 
Pro vysvětlení, jakým způsobem Prp45 ovlivňuje sestavování spliceosomu 
v kroku vazby U2 snRNP, jsme navrhli několik hypotéz (pro přehlednost označených 
písmeny a až f). (a) Jednou z možností je ovlivnění funkce helikáz, které tento krok 
katalyzují. Tohoto kroku se účastní dvě helikázy, Sub2 a Prp5. Sub2 zprostředkuje 
uvolnění dimeru Msl5/Mud2 (Shen et al. 2008). Protože však disociace Msl5 a Mud2 
probíhá u buněk prp45(1-169) s podobnou kinetikou jako u divokých buněk, krok 
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katalyzovaný Sub2 zřejmě mutace v Prp45 neovlivňuje. Představa funkce helikázy Prp5 
je taková, že se Prp5 naváže na volnou U2 snRNP, kde katalyzuje přestavby ústící ve 
vznik takové konformace U2 snRNP, která umožňuje její vazbu na místo větvení a která 
ji udržuje v této konformaci (Perriman & Ares 2000; Perriman et al. 2003). Po vazbě U2 
snRNP na místo větvení má Prp5 i kontrolní (“proofreading”) aktivitu, kontroluje 
párování mezi U2 snRNA a místem větvení. Pokud je párování vyhovující, je helikáza 
Prp5 uvolněna, U2 snRNP zůstává navázána na místě větvení a sestavování spliceosomu 
pokračuje do dalšího kroku. Pokud je párování “nevyhovující”, zůstane Prp5 navázána, 
což nakonec vede k aborci sestřihové reakce (Liang & Cheng 2015). Snížená 
kotranskripční vazba U2 snRNP u buněk prp45(1-169) tedy může naznačovat problémy 
Prp5 s uvedením U2 snRNP do konformace, která umožňuje její vazbu na místo větvení, 
nebo udržení U2 snRNP v této konformaci. Tyto okolnosti pak vedou k problémům U2 
snRNP navázat se na místo větvení.  
(b) Defekt ve vyvazování U2 snRNP a i působení Prp45 ještě dříve, než je stabilně 
inkorporován do spliceosomu, může také vysvětlit hypotéza, která na Prp45 nahlíží jako 
na sestřihový faktor, který má ještě další, dosud nerozpoznané funkce. Tyto funkce 
mohou souviset s rozpadem spliceosomu po proběhnutí sestřihové reakce a s recyklací 
spliceosomálních podjednotek. Je známo, že Prp45/SKIP je uvolněn spolu s vystřiženým 
intronem (Makarov et al. 2002). Zpožděné vyvazování U2 snRNP může být způsobeno 
tím, že vlivem defektu při rozpadu spliceosomu způsobeným mutací prp45(1-169) ještě 
U2 snRNP není pro opětovnou inkorporaci do spliceosomu plně k dispozici. 
(c) Další z možností, kterou Prp45 může ovlivňovat kotranskripční vyvazování 
U2 snRNP, souvisí s chromatinovým prostředím a modifikacemi CTD RNA Pol II. 
Zajímavé je, že ve stejném kroku jako prp45(1-169) vykazují defekt v kotranskripčním 
sestavování spliceosomu i buňky gcn5Δ (viz kapitola 2.3.3.) (Gunderson & Johnson 
2009). Na úrovni akumulace pre-mRNA však u buněk s dvojitou mutací prp45(1-169) 
gcn5Δ docházelo spíše k aditivnímu efektu (viz Obr. 18b), což by naznačovalo, že Prp45 
ovlivňuje tento krok nezávisle na působení Gcn5. Měření hladin acetylace H3K9/18 
u buněk s mutací prp45(1-169) provedené Mgr. L. Kovaľovou v rámci její diplomové 
práce sice kvůli variabilitě měření v jednotlivých biologických replikátech neposkytlo 
úplně konkluzivní výsledky, ale na jejich základě jsme usoudili, že Prp45 nejspíše 
neovlivňuje acetylaci H3K9/18 (Kovaľová, 2018).  
(d) Jak je shrnuto v kapitole 2.3., i jiné modifikace chromatinu ovlivňují 
vyvazování spliceosomálních komponent. Mutace htb1-K123R, která zabraňuje 
ubiquitinylaci H2BK123, ústila v nižší asociaci komponent U1 a U2 snRNP s některými 
vznikajícími transkripty (Hérissant et al. 2014). U buněk prp45(1-169) je však profil 
vyvazování U1 snRNP totožný s divokými buňkami, problém nastává až při vyvazování 
U2 snRNP. Výsledky získané s využitím alely htb1-K123R a s využitím prp45(1-169) 
byly dosaženy různými metodami, takže i když je působení Prp45 na vyvazování 
sestřihových komponent skrze ubiquitinylaci H2BK123 méně pravděpodobné, vyloučit 
ho úplně nelze. Proti působení Prp45 skrze ubiquitinylaci H2BK123 ovšem stojí 
i výsledky měření hladiny trimethylovaného H3K4, jehož vznik je na ubiquitinylaci 
H2BK123 závislý (Sun & Allis 2002). Měření hladiny této modifikace metodou ChIP 
nenaznačilo, že by mutace prp45(1-169) tuto modifikaci ovlivňovala (L. Kovaľová, 
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2018). Lze proto předpokládat, že ani ubiquitinylace H2BK123 nebude v buňkách 
prp45(1-169) postižena. 
(e) Histonová varianta H2A.Z byla rovněž ukázána jako důležitá pro 
kotranskripční sestavování spliceosomu, alespoň u některých genů. Delece genu HTZ1, 
který kóduje tuto histonovou variantu u S. cerevisiae, také ovlivňovala sestavování 
spliceosomu v kroku vyvazování U2 snRNP, přičemž vyvazování U1 snRNP nebylo 
oproti divokým buňkám změněno (Neves et al. 2017). U2 snRNP měla ovšem spíše 
tendenci se u buněk htz1Δ na testovaných genech s intronem akumulovat. Vzhledem 
k syntetické lethalitě mezi alelami prp45(1-169) a htz1Δ (viz dále) je možné, že pro 
správnou koordinaci vyvazování U2 snRNP je potřebná souhra mezi Prp45 a Htz1. 
Ačkoliv měření hladin pre-mRNA u buněk prp45(1-247) a prp45(1-330) zatím 
neposkytlo spolehlivé výsledky a na základě stávajících nelze jednoznačně říct, zda 
dochází k syntetické interakci mezi těmito alelami PRP45 a htz1Δ na úrovni akumulace 
pre-mRNA, některá měření toto naznačují. Pro potvrzení bude ovšem nutné pokus 
opakovat.  
(f) Výsledky studie z roku 2016 také ukázaly, že pro kotranskripční vyvazování 
spliceosomálních komponent je důležitá fosforylace CTD RNA Pol II na Ser5 (Harlen et 
al. 2016). Tato fosforylace je katalyzována kinázou Kin28, která je součástí obecného 
transkripčního faktoru TFIIH (Cismowski et al. 1995; Rodriguez et al. 2000) a která je 
kódována esenciálním genem obsahujícím intron. Z výsledků získaných metodou 
RNA-seq plyne, že u buněk prp45(1-169) je relativní efektivita sestřihu tohoto genu 
oproti divokým buňkám nižší, ale hladiny mRNA KIN28 jsou sníženy jen v malém 
rozsahu, který je podobný ostatním genům obsahujícím intron. Výsledky Harlena 
a kolektivu také ukázaly, že fosforylace na Ser5 reguluje vyvazování U1 snRNP. Jeho 
profil vyvazování je však u buněk prp45(1-169) stejný jako u divokých buněk (Harlen et 
al. 2016). Defekty při sestavování spliceosomu u buněk prp45(1-169) tedy zřejmě nejsou 
způsobeny skrze aberace ve fosforylaci CTD RNA Pol II na Ser5. 
 
6.2.3. Vyvazování a disociace U1 snRNP nejsou u buněk 
prp45(1-169) ovlivněny 
 
Navzdory pozorovanému zpožděnému vyvazování U2 snRNP u buněk 
prp45(1-169) byl profil vyvazování a následné disociace Msl5, Mud2 a U1 snRNP stejný 
jako u divokých buněk (Obr. 13). Ačkoliv faktory Msl5 a Mud2 svojí vazbou předcházejí 
vazbě U2 snRNP, jejich disociace zřejmě není s vazbou U2 snRNP spojena. 
Termosenzitivní mutace faktoru Msl5 sice in vitro při nepermisivní teplotě blokovala 
vznik komplexu CC2 (tj. pre-mRNA s navázanou U1 snRNP a heterodimerem 
Msl5/Mud2), ale vznik pre-spliceosomu (tedy vyvázání U2 snRNP) blokován nebyl 
(Rutz & Séraphin 1999; Rutz & Séraphin 2000). 
Zajímavější je situace týkající se U1 snRNP. V literatuře bylo ukázáno, že 
metabolická deplece U2 snRNP vedla k problémům s disociací U1 snRNP, jehož 
přítomnost tak byla metodou chromatinové imunoprecipitace detekovatelná i v oblasti 
exonu 2 (Tardiff & Rosbash 2006). Vzhledem k tomu, že mutace prp45(1-169) způsobuje 
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zpoždění ve vyvazování U2 snRNP, byla by také očekávatelná přetrvávající přítomnost 
U1 snRNP i v oblasti exonu 2, což však pozorováno nebylo. Lze tedy hypotetizovat, že 
mutace prp45(1-169) způsobuje odpřažení disociace U1 snRNP od návazné vazby 
dalších sestřihových komponent.  
 
6.2.4. Sestřih v buňkách prp45(1-169) probíhá 
posttranskripčně 
 
 Buňky prp45(1-169) akumulují pre-mRNA. Akumulace pre-mRNA může být 
souhrou působení několika okolností. Vzhledem k tomu, že hladiny mRNA jsou u buněk 
prp45(1-169) sníženy jen mírně, usuzujeme, že sestřih nakonec proběhne, ale 
posttranskripčně. Posttranskripční sestřih může být méně účinný než kotranskripční 
sestřih, protože je například odpřažena pomoc chromatinového prostředí nebo CTD RNA 
Pol II při vyvazování sestřihových komponent. Kvůli opožděnému sestřihu je tedy 
pre-mRNA v buňkách déle a tím pádem je zachytitelná experimentálně. Výsledky 
získané s využitím reportérového systému detekujícího sestřih a export pre-mRNA 
z jádra ukázaly, že část nesestřižené pre-mRNA také uniká do cytoplasmy (Hálová et al. 
2017), kde už není pro sestřih přístupná vůbec, což jen přispívá k pozorovanému fenotypu 
akumulace pre-mRNA. Stejný fenotyp byl pozorován pro delece genů kódujících 
podjednotky komplexu RES (odtud jeho název - “Retention and splicing”) (Dziembowski 
et al. 2004). Podjednotky komplexu RES jsou v přímé fyzické interakci s Prp45 a mutace 
prp45(1-169) vede ke ztrátě této interakce. Komplex RES proto může být se 
spliceosomem v mutovaných buňkách vázán slaběji, což ústí ve zvýšený únik 
pre-mRNA, která je v buňkách přítomna vzhledem k hůře fungujícímu sestřihu, ven 
z jádra. 
 Zajímavé výsledky týkající se posttranskripčního sestřihu byly publikovány 
v roce 2016 a týkají se fosforylace CTD RNA Pol II na Thr4. Nahrazení všech 26 Thr na 
pozici 4 v rámci CTD RNA Pol II nefosforylovatelným valinem neovlivňovalo 
kotranskripční vyvazování U1 ani U2 snRNP a kotranskripční sestřih, ale docházelo 
k akumulaci pre-mRNA. Autoři z těchto výsledků vyvodili, že fosforylace Thr4 je 
důležitá pro průběh posttranskripčního sestřihu (Harlen et al. 2016). Zajímavé by bylo 
zjistit, jak zabránění fosforylace Thr4 ovlivní sestřih u buněk s mutací prp45(1-169). 
Kináza fosforylující tento zbytek ještě nebyla identifikována, ale existují dva kandidáti. 
U kuřecích a savčích buněk bylo ukázáno, že inhibice CDK9 vedla ke snížení hladiny 
fosforylace na Thr4 (Hsin et al. 2011; Hsin et al. 2014). CDK9 je kináza, která je součástí 
P-TEFb, jehož kvasinkové homology jsou kinázy Bur1 a Ctk1. Druhými kandidáty, také 
nalezenými u savců, jsou Polo-like kinázy Plk3 a Plk1 (Hintermair et al. 2012; Hintermair 
et al. 2016). Kvasinkový homolog těchto kináz je Cdc5. Geny kódující kinázy Bur1 
a Cdc5 jsou esenciální, takže genetická interakce jejich delečních alel a prp45(1-169) 
nemohla být testována. Odhalili jsme však negativní genetickou interakci mezi 
prp45(1-169) a delecí genu kódujícího cyklin kinázy Bur1, BUR2 (Obr. 15). Měření 
hladiny pre-mRNA u dvojitých mutant prp45(1-169) bur2Δ ve srovnání s buňkami 
s jednoduchou mutací prp45(1-169) žádnou změnu neodhalilo (ale u samostatné delece 
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genu BUR2 ano, viz dále) (Obr. 18b). Otázkou však zůstává, zda pro fosforylaci CTD 
RNA Pol II na Thr4 není potřeba souhra všech zmíněných kináz a zda tyto kinázy jsou 
u kvasinky (a nakonec i u savců) za tuto fosforylaci vůbec odpovědné.  
 
6.3. Prp45 a transkripce 
 
6.3.1. Genetické interakce a interakce na úrovni indukce 
PHO5 
 
 Zapojení proteinů SNW do procesů souvisejících s elongací transkripce 
a s modifikacemi chromatinu bylo zatím v literatuře spojeno převážně s lidským 
orthologem, proteinem SKIP (viz kap. 2.4.1.). Výsledky získané v naší laboratoři však 
ukazují, že i Prp45 z kvasinky S. cerevisiae participuje na regulaci těchto procesů.  
 Prvotní výsledky spojující Prp45 s transkripcí se týkaly genů PHO, u kterých byla 
pozorována zpožděná indukce u buněk prp45(1-169) (K. Abrhámová, nepublikované 
výsledky, M. Hálová, 2011). Na tomto výsledku je zajímavé to, že geny PHO ani další 
geny kódující proteiny regulující fosfátový metabolismus neobsahují intron, s jedinou 
výjimkou, kterou je gen PHO85. PHO85 kóduje cyklin-dependentní kinázu, která za 
podmínek dostatku fosfátu v buňce fosforyluje transkripční faktor Pho4 (Kaffman et al. 
1994), který reguluje expresi většiny genů zprostředkovávajících příjem fosfátu, včetně 
PHO5 (Ogawa & Oshima 1990). Fosforylace zabraňuje vstupu Pho4 do jádra, usnadňuje 
jeho export z jádra a zabraňuje interakci s dalším transkripčním faktorem odpovědným 
za indukci genů PHO, Pho2 (Kaffman, Rank, O’Neill, et al. 1998; Kaffman, Rank & 
O’Shea 1998; Komeili & O’Shea 1999). Toto vše vede k zabránění exprese genů PHO. 
Bylo pozorováno, že delece genu PHO85 ústila v konstitutivní expresi genů dráhy PHO 
(Huang et al. 2002). Defekt v sestřihu genu PHO85 u buněk prp45(1-169) by tedy spíše 
ústil v derepresi genu PHO5 za neindukčních podmínek a k rychlejší indukci za 
indukčních podmínek, což z našich výsledků nevyplývá. Data získaná metodou RNA-seq 
navíc defekt v sestřihu genu PHO85 u buněk prp45(1-169) neukázala. Máme tedy za to, 
že defekt v indukci genů PHO je způsoben ovlivněním transkripční mašinerie, i když 
nepřímý efekt vlivem špatného sestřihu nějakého transkripčního regulátoru nelze úplně 
vyloučit. 
 Z literatury jsou známy geny, které kódují proteiny související s regulací 
transkripce a modifikacemi chromatinu, jejichž delece ovlivňují expresi genů PHO 
(Carvin & Kladde 2004). Nejprve jsme se rozhodli otestovat genetické interakce mezi 
alelou prp45(1-169) a delečními alelami těchto genů na úrovni růstu. Navíc jsme zahrnuli 
i některé další geny, které nebyly v publikaci Carvina a Kladdeho testovány, ale s výše 
zmíněnými faktory funkčně souvisejí. Výsledky ukázaly, že na úrovni růstu alela 
prp45(1-169) s mnohými těmito faktory interagovala negativně i pozitivně (Obr. 15). 
Existuje však i početná skupina faktorů, se kterými žádná interakce pozorována nebyla, 
například s geny pro histonmethyltransferázy Set2 a Dot1, které methylují histon H3 na 
lysinu 36 respektive histon H3 na lysinu 79, nebo s genem pro remodelátor chromatinu 
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Chd1. To naznačuje, že efekt prp45(1-169) na regulaci transkripce je specifický jen pro 
některé její aspekty.  
S vybranými deletantami genů, které na úrovni růstu vykazují genetickou 
interakci s prp45(1-169), jsme testovali genetické interakce i na úrovni indukce genu 
PHO5 (Obr. 17). Pro testování jsme vybrali deleční alelu genu BUR2 jakožto zástupce 
komplexu Bur1/Bur2 regulujícího fosforylaci CTD RNA Pol II na Ser2 v časných fázích 
elongace transkripce, který je důležitý pro regulaci dalších procesů v rámci elongace (viz 
kapitola 2.2.2.1. Literárního úvodu) (Liu et al. 2009; Qiu et al. 2009). Dále deleční alelu 
genu PAF1 kódujícího komponentu komplexu Paf, deleční alelu genu RAD6 kódujícího 
enzym E2 pro několik enzymů E3 ubiquitinylujících různé cíle, deleční alelu genu 
kódujícího deubiquitinylační enzym pro H2BK123 UBP8 a deleční alelu genu SET1 
kódujícího histonmethyltransferázu specifickou pro H3K4. O genetické interakci 
s delečními alelami faktorů BUR2 a PAF1 na úrovni indukce genu PHO5 nebylo možné 
na základě pokusu, tak jak byl proveden, rozhodnout, i když tendence pro genetickou 
interakci mezi prp45(1-169) a bur2Δ byla patrná. Pro potvrzení by bylo nutné sledovat 
indukci genu PHO5 v delších časových intervalech po přenosu buněk do indukčních 
podmínek. Otestovat interakci mezi prp45(1-169) a bur2Δ blíže by bylo zajímavé zvláště 
z toho hlediska, že stejně jako u akumulace pre-mRNA je i v případě zpožděné indukce 
genu PHO5 zajímavá shoda fenotypu u buněk prp45(1-169) s buňkami se záměnou Thr4 
v rámci CTD RNA Pol II za valin (Rosonina et al. 2014; Harlen et al. 2016). Jak bylo 
poznamenáno výše, tato záměna znemožňuje fosforylaci CTD na pozici 4 a mezi 
kandidáty na kinázu tohoto zbytku je i homolog lidského P-TEFb (Hsin et al. 2011; Hsin 
et al. 2014), kterým je i kináza Bur1. Lze tedy spekulovat, že zpožděná indukce genů 
PHO u mutanty prp45(1-169) je způsobena změnami v hladině fosforylace Thr4 CTD 
RNA Pol II. 
Ačkoliv mutace prp45(1-169) vykazovala na úrovni růstu pozitivní genetickou 
interakci s ubp8Δ, na úrovni indukce PHO5 se tento efekt nerekapituloval. U alel 
prp45(1-169) a set1Δ byl odhalen epistatický vztah. Negativní genetická interakce na 
úrovni indukce genu PHO5 byla ukázána jen mezi alelami prp45(1-169) a rad6Δ. Jak už 
bylo poznamenáno výše, Rad6 slouží jako enzym E2 pro více enzymů E3, které 
ubiquitinylují různé cíle. Máme za to, že vliv na kinetiku indukce genu PHO5 u buněk 
rad6Δ i u dvojitých mutant prp45(1-169) rad6Δ je zprostředkován skrze enzym E3 Bre1, 
který ubiquitinyluje histon H2B na lysinu 123 ((Robzyk et al. 2000; Hwang et al. 2003; 
Wood, Krogan, et al. 2003); viz kapitola 2.2.2.1. Literárního úvodu). Ačkoliv genetická 
interakce mezi prp45(1-169) a bre1Δ není na úrovni růstu silná (Obr. 15), genetická 
interakce mezi prp45(1-169) a deleční alelou genu LGE1, který se ubiquitinylace 
H2BK123 také účastní (Hwang et al. 2003), je patrná. Navíc spojitost mezi indukcí genu 
PHO5 a Bre1 byla publikována v článku Carvina a Kladdeho (Carvin & Kladde 2004). 
Ačkoliv si nemyslíme, že efekt zpožděného vyvazování sestřihových komponent u buněk 
prp45(1-169) je zapříčiněn změnami v ubiquitinylaci H2BK123 (viz kapitola 6.2.2. 
Diskuse), je možné, že na úrovni kinetiky indukce genu PHO5 k nějaké kooperaci mezi 
ubiquitinylací H2BK123 a Prp45 dochází. Jakou povahu má tato kooperace, však zůstává 
otázkou. Vzhledem k tomu, že hladina trimethylace H3K4, jejíž vznik závisí na 
ubiquitinylaci H2BK123 (Sun & Allis 2002), pravděpodobně u buněk prp45(1-169) 
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změněna není (L. Kovaľová, 2018, kapitola 6.2.2.. Diskuse), vliv prp45(1-169) na 
kinetiku indukce PHO5 se zřejmě nemanifestuje skrze samotný vznik ubiquitinylace 
H2BK123. Tato modifikace je však důležitá i pro přestavby chromatinové struktury, které 
mají za cíl zabránit iniciaci transkripce z kryptických aktivačních sekvencí (viz kapitola 
2.2.2.1. Literárního úvodu). Tyto kryptické transkripty, často vznikající v “antisense” 
orientaci, mohou ovlivňovat transkripci v “sense” směru, a to negativně i pozitivně, což 
bylo pozorováno například pro geny PHO84 nebo ARG1 (Camblong et al. 2007; Crisucci 
& Arndt 2012). U genu PHO5 byla také prokázána existence “antisense” transkriptu, 
který ovlivňoval jeho expresi v “sense” směru. Znemožnění této “antisense” transkripce 
vedlo k problémům při indukci genu PHO5, což by naznačovalo, že “antisense” transkript 
reguluje expresi PHO5 pozitivně (Uhler et al. 2007). Přesný mechanismus funkce 
“antisense” transkriptu genu PHO5 však nebyl plně objasněn. Ačkoliv jsem v rámci své 
diplomové práce měřila hladiny “antisense” transkriptu genu PHO5 jak v represivních 
tak indukčních podmínkách (M. Hálová, 2011), měření z 60. minuty po indukci, kdy byl 
pozorován rozdíl v hladině PHO5 u divokých buněk ve srovnání s buňkami 
prp45(1-169), nebylo konkluzivní. Otázka, zda prp45(1-169) neovlivňuje kinetiku 
indukce genu PHO5 skrze “antisense” transkripci, která může záviset na procesech 
probíhajících “downstream” od ubiquitinylace H2BK123, tedy stále nemá jednoznačnou 
odpověď.  
 
6.3.2. Dereprese genu PHO5 v neindukčních podmínkách 
 
Původní nález spojující expresi genu PHO5 s regulátory elongace transkripce 
a modifikátory chromatinu byl ten, že delece genů SET1, PAF1, RTF1, RAD6, BRE1 
a LGE1 vedly ke derepresi genu PHO5 v neindukčních (nebo semiindukčních) 
podmínkách (Carvin & Kladde 2004). V našich pokusech jsme derepresi genu PHO5 
v neindukčních podmínkách pozorovali u buněk bur2Δ (samostatně i v kombinaci 
s mutací prp45(1-169)), v experimentech provedených v rámci mé diplomové práce 
u alely paf1Δ (v rámci jednoduché i dvojité mutace) a v pokusech provedených v rámci 
mého postgraduálního studia i u buněk set1Δ (a u dvojité mutanty). U buněk rad6Δ tento 
fenotyp pozorován nebyl. Možnou příčinou diskrepance je to, že v původním článku byla 
měřena dereprese genu PHO5 na proteinové úrovni pomocí enzymatické eseje (PHO5 
kóduje kyselou fosfatázu), zatímco my jsme měřili hladinu PHO5 na úrovni cDNA 
vzniklé přepisem z celkové izolované RNA. Výstup experimentů proto může být odlišný. 
Hlavní odlišností ale je to, že autoři citované publikace použili buňky s jiným genetickým 
pozadím, než jsme použili my v našich pokusech. Ačkoliv v obou pokusech bylo 
pracováno s kvasinkami S. cerevisiae, známým faktem je, že se jednotlivé laboratorní 
kmeny liší malými, ale relativně častými mutacemi (Schacherer et al. 2007; Winzeler et 
al. 2003). Vzhledem k tomu, že většina fenotypů je spíše kvantitativní povahy, a tedy 
závislá na působení více genů, mají i tyto malé rozdíly poměrně silný vliv na výsledný 
fenotyp buněk (Steinmetz et al. 2002; Yvert et al. 2003; Deutschbauer & Davis 2005). 
O genetickém pozadí kmenů BY4741 a BY4742 je známo, že má na fenotyp našich 
buněk poměrně velký efekt. Například termosenzitivita způsobená alelou prp45(1-169) 
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se u buněk tohoto genetického pozadí projevuje při 39 °C, zatímco u buněk genetického 
pozadí EGY48 už při 37 °C.  
Na základě pokusů Carvina a Kladdeho je vidět, že jednotlivé delece výše 
zmíněných faktorů vedou k různému rozsahu dereprese genu PHO5. Nejsilnější efekt se 
projevil u buněk s delecí genu PAF1, efekt ostatních delecí byl slabší. Autoři vyvodili, že 
síla fenotypu souvisí s tím, že při regulaci elongace transkripce protein Paf1 působí 
“upstream” od působení enzymů Rad6/Bre1/Lge1 zprostředkovávajících ubiquitinylaci 
H2BK123 a od Set1 zprostředkovávajícího methylaci H3K4 (Carvin & Kladde 2004). 
V případě našich pokusů byla pozorována nejsilnější dereprese u buněk bur2Δ 
(a u příslušné dvojité mutanty). V původní publikaci tato delece testována nebyla, jde 
o náš původní nález. Vzhledem k tomu, že Bur2 působí při regulaci elongace transkripce 
ještě víc “upstream” než Paf1 (viz kapitola 2.2.2.1. Literárního úvodu), lze očekávat, že 
výsledná dereprese genu PHO5 bude ještě vyšší než u buněk paf1Δ. Tento předpoklad se 
potvrdil, u pokusů provedených v rámci mé diplomové práce bylo u buněk s mutací 
bur2Δ pozorováno 6 - 8násobné nabohacení transkriptu PHO5 než u divokých buněk, 
hladina tohoto transkriptu u buněk paf1Δ byla pak 3,5x vyšší oproti divokým buňkám. 
Pokud by i v našich pokusech byl zachován poměr míry dereprese genu PHO5 u mutant 
paf1Δ vůči rad6Δ jako v pokusech Carvina a Kladdeho, měla by být při našich pokusech 
pozorována zhruba dvojnásobná dereprese PHO5 i u buněk rad6Δ. U těchto buněk jsme 
však derepresi nepozorovali. Je pravděpodobné, že v genetickém pozadí 
BY4741/BY4742 nelze stejný poměr očekávat, dereprese genu PHO5 může být u buněk 
v tomto genetickém pozadí nedetekovatelná. V případě pokusů provedených v rámci mé 
disertační práce byla také pozorována nejvyšší hladina genu PHO5 v neindukčních 
podmínkách u mutant s delecí BUR2, zde to ale bylo jen ve 2-3násobném rozsahu. Příčina 
rozdílu ve výsledcích získaných v rámci diplomové a disertační práce není jasná, o tom, 
zda to může být způsobeno odlišnou šarží média, lze jen spekulovat. Každopádně 
vzhledem k takto malému rozsahu dereprese u mutanty, která má z tohoto hlediska 
nejsilnější fenotyp, lze očekávat, že se dereprese u kmenů paf1Δ a rad6Δ neprojeví. 
 
6.3.3. Alela prp45(1-169), deleční alely genů souvisejících 
s transkripcí a modifikacemi chromatinu a sestřih 
pre-mRNA 
 
Změřit hladiny mRNA a pre-mRNA jsme se rozhodli také u buněk s delecemi 
vybraného panelu genů, jejichž proteinové produkty mají vztah k elongaci transkripce 
a modifikacím chromatinu a u buněk s dvojitou mutací (Obr. 18). K testování jsme na 
základě výsledků získaných metodou “primer extension” vybrali čtyři geny: ECM33 
a ACT1 jako představitele dobře se sestřihujících genů v buňkách s mutací prp45(1-169) 
a COF1 a MAF1 jako představitele špatně se sestřihujících genů u mutant prp45(1-169) 
(v té době jsme ještě neměli k dispozici výsledky získané metodou RNA-seq). Gen COF1 
obsahuje intron s neobvykle dlouhou vzdáleností mezi místem větvení a 3’ sestřihovým 
místem. Pro efektivní sestřih tohoto genu je nutné tuto vzdálenost zkrátit, což je 
zprostředkováno vznikem vlásenky mezi místem větvení a 3’ sestřihovým místem 
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(Gahura et al. 2011). Je možné, že z tohoto důvodu závisí sestřih genu COF1 na Prp45 
více než u ostatních genů. Je však zajímavé, že výsledky provedené pomocí qPCR 
neodhalily tak velký pokles mRNA genu COF1 jako u výsledků získaných metodou 
“primer extension”. Může to být dáno tím, že při použití metody “primer extension” je 
měřen sestřih genu COF1 v rámci rekombinantního substrátu, což může výsledky 
ovlivnit. Naproti tomu zhoršený sestřih genu MAF1 projevující se sníženou hladinou 
mRNA u buněk prp45(1-169) byl metodou qPCR pozorován také. Jaká vlastnost intronu 
MAF1 způsobuje jeho zhoršený sestřih v buňkách prp45(1-169), však zůstává otázkou.  
Ve většině případů samostatná delece jednoho z genů pro regulátory transkripce 
nebo modifikátory chromatinu neměnila hladinu pre-mRNA oproti divokým buňkám 
(Obr. 18b). Byly zde však dvě výjimky. Tou první byly buňky s delecí genu GCN5 a tou 
druhou buňky s delecí genu BUR2, u kterých hladiny pre-mRNA dosahovaly 1,5 až 
3-násobku hladiny v divokých buňkách. Spojitost histonacetyltransferázy Gcn5 se 
sestřihem už byla v literatuře dokumentována a bylo ukázáno, že její delece vede 
k akumulaci pre-mRNA (Gunderson & Johnson 2009; Gunderson et al. 2011). U dvojité 
mutace poté došlo k aditivnímu efektu, což naznačuje, že Prp45 a Gcn5 působí na sestřih 
odlišným způsobem. Gen BUR2 kóduje cyklin pro cyklin-dependentní kinázu Bur1, která 
fosforyluje CTD RNA Pol II na Ser2 v časných fázích elongace transkripce (Murray et 
al. 2001; Liu et al. 2009; Qiu et al. 2009). U savčích buněk bylo ukázáno, že fosforylovaná 
forma CTD RNA Pol II, ale ne forma bez fosforylace, stimulovala sestřih (David et al. 
2011). Fosforylovaná forma CTD RNA Pol II také interagovala s U2AF65 (lidský 
homolog Mud2), který také interagoval s komplexem NTC (David et al. 2011). Ačkoliv 
o tom, o jakou přesně fosforylaci CTD RNA Pol II se jedná, a tedy ani o identitě kinázy 
nutné pro tuto fosforylaci, nebyla ve zmíněných pracích zmínka, je možné, že nějakou 
úlohu v tomto smyslu může mít i komplex Bur1/Bur2. Mírná akumulace pre-mRNA 
u buněk s delecí genu BUR2 by tímto mohla být (alespoň zčásti) vysvětlena. Z tohoto 
hlediska by bylo zajímavé spekulovat, že by mohlo jít o fosforylaci na Thr4, u které také 
byla pozorována akumulace pre-mRNA (viz výše) (Harlen et al. 2016) a Bur1 je, jako 
homolog kinázy CDK9, jedním z kandidátů na kinázu katalyzující tuto fosforylaci (Hsin 
et al. 2011; Hsin et al. 2014). Je však zajímavé, že u buněk s dvojitou mutací prp45(1-169) 
bur2Δ nedocházelo k aditivnímu efektu, hladina pre-mRNA byla na stejné úrovni jako 
u buněk prp45(1-169). Tento efekt by mohl naznačovat nějakou funkční souvislost mezi 
Bur2 a Prp45 (a případně fosforylací na Thr4 CTD RNA Pol II). Pro rozhodnutí, zda je 
mezi Bur2 a Prp45 opravdu nějaký funkční vztah, by ovšem bylo potřeba provést další 
experimenty.  
Hladiny mRNA byly u jednoduchých mutant podobné divokým buňkám (Obr. 
18a). Výjimkou byla měření provedená na genu MAF1, kde byla hladina u dvojitých 
mutant snížena zhruba ve stejném rozsahu jako u mutant prp45(1-169). Výraznou 
výjimkou byla také hladina mRNA genu MAF1 u buněk gcn5Δ, u kterých byla tato 
hladina oproti divokým buňkám 2x zvýšena. Vzhledem ke známému efektu Gcn5 na 
sestřih (viz výše) by bylo spíš očekáváno, že delece tohoto genu povede ke snížení 





6.3.4. SGA a genetické interakce mezi alelami prp45 a htz1Δ 
 
 Pro rozšíření testování genetických interakcí u buněk prp45(1-169) na 
celogenomovou úroveň jsme využili metodu SGA. Zhruba z 6000 testovaných genů jsme 
genetickou interakci nalezli se 183 delečními alelami. Významná skupina, asi 30 % všech 
nalezených interaktorů, souvisí s regulací transkripce a organizací chromatinu (Obr. 20). 
V tomto panelu byly nejvýznamněji zastoupeny komplexy regulující acetylaci 
a deacetylaci chromatinu. Z acetylačních komplexů je to NuA4 a z deacetylačních 
komplexů Set3, Rpd3-L, Rpd3-S, HDAC a deacetylační modul komplexu SAGA. 
Z dalších komplexů katalyzujících modifikace chromatinu to byl 
histonmethyltransferázový komplex COMPASS a deubiquitinylační modul komplexu 
SAGA, který deubiquitinyluje H2BK123. Dále byly zastoupeny komponenty komplexů 
účastnících se elongace transkripce. Mezi tyto komplexy patří FACT, THO, PAF 
a prefoldinový komplex. 
Nejsilnější genetické interakce však byly nalezeny s deleční alelou genu HTZ1, 
který kóduje histonovou variantu H2A.Z (viz kapitola 2.2.3. Literárního úvodu), 
a komponentami komplexu SWR1, který je odpovědný za inkorporaci H2A.Z do 
chromatinu. S alelou htzΔ je alela prp45(1-169) dokonce ve vztahu syntetické lethality. 
Mnoho genetických interaktorů, i když ne úplně těch nejsilnějších, bylo nalezeno 
i s delečními alelami genů kódujících komponenty komplexu INO80, který se podílí na 
odstraňování H2A.Z z chromatinu (viz kapitola 2.2.3. Literárního úvodu). Genetické 
interakce mezi prp45(1-169), htz1Δ a delečními alelami genů kódujících komponenty 
komplexu SWR1 byly také ověřeny nezávisle v kvasinkovém kmeni jiného genetického 
pozadí, než byl použit pro SGA (Obr. 21).  
Autoři článků spojujících Htz1 se sestřihem ukázali, že delece genu HTZ1 je 
synteticky lethální s delecemi komponent U2 snRNP MSL1 a LEA1, ale s delecemi genů 
kódujících jiné komponenty spliceosomu, včetně komplexu NTC, syntetická interakce 
stupně lethality nedosahuje (Nissen et al. 2017). Tento nález je v souladu s naším 
zjištěním, že defekt v sestavování spliceosomu způsobený mutací prp45(1-169) začíná 
v kroku vyvazování U2 snRNP (Obr. 13). Autoři článku také pozorovali, že delece HTZ1 
způsobuje problémy při sestřihu genů, které obsahují nekánonické sestřihové sekvence, 
i když podle našeho názoru je tento defekt velmi malý. Tento defekt byl pozorován 
i u kvasinky S. pombe (Neves et al. 2017). Analýza efektivity sestřihu genů nalezených 
autory Nevesem a kolektivem s využitím dat získaných metodou RNA-seq však u mutant 
prp45(1-169) neodhalila prohloubení defektu v sestřihu těchto genů ve srovnání 
s ostatními geny s intronem (Obr. 22). To je v souladu se zjištěním (jak už bylo 
poznamenáno výše), že ani u jiných genů s nekánonickým 5’ sestřihovým místem nebo 
místem větvení nebylo pozorováno prohloubení defektu v sestřihu u mutant prp45(1-169) 
ve srovnání s geny s kánonickými sestřihovými místy (Obr. 12). Přes pozorovanou 
syntetickou lethalitu mezi prp45(1-169) a htz1Δ nebylo pozorováno ani zhoršení 
efektivity sestřihu u mutant prp45(1-169) u genů s intronem, v jejichž promotoru nebo 
otevřeném čtecím rámci byla na základě dat získaných metodou ChIP-seq (Gu et al. 2015) 
identifikována histonová varianta H2A.Z (Obr. 22).  
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I když dosavadní analýzy in silico neodhalily žádnou souvislost mezi Prp45 
a Htz1 na úrovni sestřihu, vzhledem k velmi silné negativní genetické interakci mezi 
prp45(1-169) a htz1Δ jsme přesto jejich funkční souvislost chtěli analyzovat blíže. 
Protože buňky prp45(1-169) htz1Δ nejsou viabilní, rozhodli jsme se využít mutanty 
prp45(1-247) a prp45(1-330), u kterých jsme pomocí kapkového testu také odhalili 
negativní genetickou interakci s htz1Δ (Obr. 27). Nejvýrazněji se růstový defekt projevil 
v 16 °C a s mutantou prp45(1-330) byl silnější než s mutantou prp45(1-247). Zajímavé 
také bylo, že se síla genetické interakce mezi čtyřmi testovanými tetrádami od každé 
kombinace lišila. Máme za to, že tento rozdíl je způsoben mírně odlišnou kombinací alel, 
která vznikla během meiotického dělení a která ústí v mírně odlišné genetické pozadí 
každého takto připraveného kmene (viz výše). Z tohoto hlediska byly testovatelné vlivy 
auxotrofií na lysin a methionin a párovací typ. Analýza však neodhalila žádný vzorec 
v těchto kombinacích, který by koreloval se silnější genetickou interakcí u dvojité 
mutanty. Za tento efekt je tedy nejspíše odpovědná suma malých odlišností, které lze 
experimentálně postihnout jen nesnadno. Měření hladiny mRNA a pre-mRNA 
u dvojitých mutant bohužel zatím neposkytlo kvůli nereproducibilitě mezi jednotlivými 
biologickými pokusy konkluzivní výsledky. Zatím lze pouze uzavřít, že hladina mRNA 
se nejeví u mutant oproti divokým buňkám ve většině případů postižena a hladina 
pre-mRNA je ve většině případů u buněk prp45(1-247) htz1Δ na podobné úrovni jako 
u buněk prp45(1-247). U buněk prp45(1-330) htz1Δ je hladina pre-mRNA ve většině 
případů mírně vyšší než u buněk prp45(1-330), ale skutečný rozsah tohoto navýšení, 
který by napovídal o síle genetické interakce, pokud skutečně nějaká existuje, nelze 
z naměřených výsledků zatím jednoznačně vyvodit. Nutné je ještě poznamenat, že 
naměřené množství pre-mRNA nekoreluje se sílou interakce pozorovanou na úrovni 
růstu kapkovým testem v rámci čtyř testovaných tetrád.  
Z hlediska silné negativní genetické interakce mezi prp45(1-169) a delečními 
alelami komponent komplexů souvisejících s dynamikou histonové varianty H2A.Z je 
zajímavé také pozorování, že při testování pomocí SGA byly alely htz1Δ a deleční alely 
komponent komplexů SWR1 a INO80 také odhaleny jako nejsilnější interaktoři mutace, 
ve které byly všechny Thr4 CTD RNA Pol II nahrazeny za nefosforylovatelný valin 
(Rosonina et al. 2014). Vzhledem k tomu, že efekty mutace prp45(1-169) kopírují efekty 
této záměny na úrovni akumulace pre-mRNA, zpožděné indukce genů PHO i na úrovni 
genetických interakcí, bude zajímavé v rámci dalších pokusů zjistit, zda spolu fosforylace 
CTD RNA Pol II na Thr4 a protein Prp45 funkčně souvisejí a jaký je mechanismus této 
kooperace.  
  
6.4. Spřahuje Prp45 sestřih s transkripcí? 
 
O proteinu SKIP bylo získáno mnoho poznatků, které ukazují na jeho zapojení 
jak při sestřihu pre-mRNA, tak při transkripci, a to na úrovni iniciace i elongace. Některé 
výsledky pojí jeho fungování i s modifikacemi chromatinu. Z těchto důvodů je na SKIP 
nahlíženo jako na jeden z faktorů, které mohou tyto procesy, probíhající ve stejném čase 
a na stejném místě, spřahovat. Kvasinkový ortholog SKIP, Prp45, byl studován 
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především v souvislosti se sestřihem. V naší laboratoři a v rámci této práce jsme získali 
výsledky, které naznačují jeho působení i v širším kontextu a které nelze vysvětlit jenom 
v rámci jeho role ve spliceosomu. Situace Prp45 navíc není pouhou kopií situace SKIP 
v savčích buňkách, protože některé z metazoálních partnerů SKIP v kvasince nejsou 
přítomny, sestřihový aparát je redukován a jednodušší je i situace v posttranslačních 
modifikacích chromatinu. Přesto nebo právě proto by mohlo poznání mechanismu 
fungování Prp45 poskytnout informace o evolučně původních souvislostech mezi 
procesy transkripce a sestřihu.   
V této kapitole bych chtěla získané výsledky ještě jednou stručně shrnout 
a nastínit hypotézy, podle kterých by Prp45 mohl v souvislosti s propojením transkripce, 
sestřihu a v závislosti na chromatinovém prostředí fungovat. 
 
6.4.1. Výsledky - rekapitulace 
  
V souvislosti s regulací sestřihu je první zvláštností fungování Prp45 jeho 
zapojení ve vyvazování U2 snRNP, tedy v kroku, kdy ještě nebyl biochemickými 
metodami a kryoelektronovou mikroskopií zachycen jako součást spliceosomu. Tento 
efekt byl pozorován i pro jiné spliceosomální proteiny, nicméně jakým způsobem je toto 
působení zprostředkováno, ještě stále není vysvětleno. Nejnovější práce o strukturách 
stadií spliceosomu ukazují, že ani v komplexu pre-B ani v B (Charenton et al. 2019) není 
Prp45/SKIP detekovatelný. To nelze vysvětlit jinak, než že se v těchto stádiích nachází 
ještě mimo pevně asociující „core“, které je izolovatelné biochemicky a posléze 
detekovatelné kryoelektronovou mikroskopií. Jedním z možných vysvětlení je, že Prp45 
je součástí pouze subpopulace spliceosomálních partikulí, které jsou minoritní nebo 
nejsou dostatečně stabilní, a tudíž nejsou zastoupeny v souborech selektovaných pro 
analýzy. Tato subpopulace by nicméně mohla ovlivňovat celkovou rovnováhu faktorů 
v rámci procesu sestavování spliceosomu. Další možností je, že Prp45 ovlivňuje ranná 
stadia sestavování spliceosomu nepřímo tím, že mění mikroprostředí, ve kterém asociace 
probíhá, nebo tím, že reguluje dostupnost a vlastnosti snRNP (viz hypotézy níže). 
Na zapojení Prp45 při transkripci ukazuje několik výsledků. Prvním je defekt 
v inducibilitě transkripčně regulovaných genů, které nicméně neobsahují intron. Druhým 
je nález genetických interakcí mezi prp45(1-169) a delečními alelami genů kódujících 
faktory podílející se na elongaci transkripce a modifikacích chromatinu. Panel 
genetických interaktorů odhalených metodou SGA a panel genů, jejichž exprese byla 
u buněk prp45(1-169) změněna, se přitom nepřekrývá. Třetím je nález z laboratoře prof. 
K. Strässer v německém Giessenu, kde pomocí chromatinové imunoprecipitace za RNA 
Pol II zjišťovali efektivitu elongace transkripce u buněk prp45(1-169) na 
rekombinantním templátu. Výsledky ukázaly, že buňky prp45(1-169) vykazují defekt 
v elongaci transkripce srovnatelný s jinými elongačními faktory (S. Chanarat, 
nepublikovaná data). 
Alela prp45(1-169) vede k akumulaci zvýšeného množství pre-mRNA, což samo 
o sobě odpovídá fenotypu jiných alel sestřihových faktorů. Kombinace mutace 
prp45(1-169) a delece genů kódujících faktory související s elongací transkripce nebo 
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modifikacemi chromatinu, u kterých byl pozorován syntetický efekt na úrovni růstu, ale 
neodhalila genetickou interakci na úrovni akumulace pre-mRNA. Tato fakta by 
naznačovala, že funkce Prp45 při sestřihu je nezávislá na jeho roli při transkripci. Pro 
vysvětlení fungování Prp45 na pomezí transkripce a sestřihu jsme navrhli několik 
vzájemně se nevylučujících hypotéz. 
 
6.4.2. Hypotézy o mechanismu spřažení sestřihu 
a transkripce prostřednictvím Prp45 
 
(a) První hypotézou, která se pro vysvětlení vlivu sestřihového faktoru Prp45 na 
zpožděnou indukci genů bez intronů nabízí, je, že jde o nepřímý efekt aberantního 
sestřihu nějakého faktoru regulujícího transkripci. V současné době jsme na základě 
výsledků získaných metodou RNA-seq vytipovali několik kandidátních genů 
obsahujících intron a podílejících se na regulaci iniciace a elongace transkripce, kterých 
by se ovlivnění mohlo týkat. Pracujeme na pokusech, kdy v těchto genech intron 
deletujeme a budeme zkoumat, zda stále dochází ke zpožděné indukci genů PHO 
a dalších genů bez intronu. Plánujeme rovněž ověřit genetické interakce mezi 
prp45(1-169) a delečními alelami dříve identifikovaných genetických interaktorů na 
pozadí těchto kmenů. 
(b) Ovlivnění transkripce skrze defektní sestřih nějaké komponenty transkripce 
však pokládáme za méně pravděpodobné, protože alela prp45(1-169) geneticky 
interaguje jen s některými delečními alelami genů souvisejících s transkripcí 
a modifikacemi chromatinu. To, že Prp45 ovlivňuje procesy v rámci transkripce a/nebo 
modifikací chromatinu selektivně, by svědčilo pro to, že jeho efekt je přímý. Na základě 
porovnání map genetických interaktorů bylo zjištěno, že geny kódující proteiny působící 
ve stejné dráze nebo procesu mají podobnou interakční mapu. Znalost genetické 
interakční mapy nějakého proteinu je tak cenným nástrojem při hledání funkce daného 
proteinu (Costanzo et al. 2016). Genetická interakční mapa Prp45 svědčí pro jeho roli 
v procesech souvisejících s regulací chromatinu. Je pozoruhodné, že obdobné spojení 
s procesy regulace chromatinu vykazují také všechny sestřihové helikázy (Cordin & 
Beggs 2013). Jde o proteiny, které jsou klíčové pro vytváření a uvolňování interakcí RNA 
a proteinů v průběhu sestřihu. Prp45 je proteinem, který má díky své extendované 
struktuře předpoklady k ovlivnění asociativních vlastností formujících se komplexů. Jak 
v případě flexibilních interakčních platforem („rope-like“ proteiny jako Prp45; (Yan et 
al. 2019)), tak v případě helikáz (Cordin & Beggs 2013) jde o formování interakcí, které 
nutně souvisejí s okolním prostředím – s mikrodoménou, ve které probíhá transkripce 
a v bezprostřední časové návaznosti i sestřih. Pro hledání konkrétních souvislostí se 
nabízejí zejména silné genetické interakce Prp45 s alelou H2A.Z a s alelami komplexu 
SRW1. Projev alel H2A.Z závisí na tom, jak je ovlivněna rovnováha depozice 
a odstranění H2A.Z, ve které se angažují jak komplexy SWR1 a INO80 a případně další 
remodelační komplexy, tak i proteiny v roli chaperonů (Gerhold & Gasser 2014; Liu et 
al. 2014). Prp45 je v tomto ohledu možným „chaperonem“ H2A.Z. 
 
131 
Vliv Prp45 na inducibilitu genů bez intronů může být zprostředkován nepřímo, 
například vyvazováním komponent na místech probíhajícího sestřihu, které pak nejsou 
dostupné jinde, nebo přímo. Pro fyzickou přítomnost sestřihových faktorů na genech bez 
intronů jsou precedentní doklady. Takto byly detekovány U1 snRNP (Spiluttini et al. 
2010; Brody et al. 2011) i protein Mud2. Navíc byla pozorována přímá fyzická interakce 
mezi Mud2 a Prp19 (Minocha et al. 2018), což by mohlo naznačovat, že i Prp19 je 
vyvazován ke genům bez intronů. Prp19 je komponenta komplexu NTC, se kterým Prp45 
také interaguje. Proto je možné, že prostřednictvím této interakce je ke genům bez intronů 
vyvazován i Prp45. 
(c) Další hypotéza o způsobu spřažení transkripce a sestřihu prostřednictvím 
Prp45 souvisí s fenoménem fázové separace. Jak bylo uvedeno v kapitole 2.2.1, 
o prostředí v buňce se věří, že je tvořeno určitými mikrodoménami, což jsou membránou 
neohraničené útvary, jejichž vznik spoluurčují proteiny s vnitřně neuspořádanou 
strukturou. Kvůli provázanosti celé mikrodomény se ovlivnění na jedné straně, například 
v podobě posttranslační modifikace, může skrze konformační změny proteinů velmi 
rychle přenést do jiné části mikrodomény, kde ústí v ovlivnění tam probíhajících procesů. 
Vzhledem k tomu, že Prp45 zaujímá velmi extendovanou strukturu s dlouhými vnitřně 
neuspořádanými oblastmi, je možné, že přispívá k fázové separaci mikrodomén, ve 
kterých transkripce a sestřih probíhají. Tato hypotéza by také vysvětlila to, že Prp45 je 








V rámci svého doktorského projektu jsem charakterizovala funkci orthologa 
proteinu SKIP z kvasinky Saccharomyces cerevisiae, Prp45, z hlediska jeho zapojení do 
sestřihu pre-mRNA a z hlediska toho, zda a jak ovlivňuje transkripci.  
 
ad cíl 1) Analýza dat získaných metodou RNA-seq odhalila akumulaci pre-mRNA 
u buněk prp45(1-169), zatímco hladiny mRNA byly ovlivněny jen marginálně. Míra 
defektu v sestřihu nekorelovala s kánonicitou 5’ sestřihového místa nebo místa větvení.  
 
ad cíl 2) Zvýšená hladina pre-mRNA u buněk prp45(1-169) zřejmě není výsledkem 
defektu v degradačních drahách specifických pro RNA.  
 
ad cíl 3) Metoda chromatinové imunoprecipitace odhalila, že u buněk prp45(1-169) 
dochází k defektu v sestavování spliceosomu v kroku vyvazování U2 snRNP. 
 
ad cíl 4) Syntetický fenotyp na úrovni indukce genů neobsahujících intron vykazuje 
mutace prp45(1-169) jen s deleční alelou genu RAD6. Deleční alely dvou dalších genů 
(UBP8 a SET1) syntetický efekt nevykazují a u dalších dvou genů (BUR2 a PAF1) jej ve 
sledovaných časech nelze postihnout. 
 
ad cíl 5) U většiny kmenů s delecí jednoho z genů kódujících regulátory transkripce nebo 
modifikátory chromatinu nebyla odhalena akumulace pre-mRNA. Výjimkou byly buňky 
s deleční alelou GCN5, u které už byla akumulace pre-mRNA pozorována dříve 
(Gunderson et al. 2011), a buňky s deleční alelou BUR2, což bylo pozorováno poprvé. 
Syntetická interakce na úrovni akumulace pre-mRNA mezi prp45(1-169) a některou 
z testovaných alel však pozorována nebyla.  
 
ad cíl 6) Metoda SGA odhalila celkem 183 delečních alel, které byly v syntetické 
interakci s prp45(1-169). Asi 30 % z těchto interaktorů funkčně souvisí s transkripcí 
a modifikacemi chromatinu.  
 
ad cíle 7 a 8) Nejsilnějšími nalezenými genetickými interaktory alely prp45(1-169) byly 
deleční alely genů kódujících histon H2A.Z a komponenty komplexu SWR1. Tyto 
interakce byly ověřeny nezávisle v kmenech jiného genetického pozadí. Pro další 
testování funkčního vztahu mezi PRP45 a HTZ1 byly vytvořeny mutace prp45(1-247) 
a prp45(1-330) a jejich fenotyp byl charakterizován na úrovni růstu a na úrovni 
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